Biology of Citrus bark cracking viroid (CBCVd) and development of methods for detection of viroids in hop by Guček, Tanja
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tanja GUČEK 
 
 
 
BIOLOGIJA VIROIDA RAZPOKANOSTI SKORJE 
AGRUMOV (CBCVd) IN RAZVOJ METOD ZA 
DOLOČANJE VIROIDOV V HMELJU 
 
DOKTORSKA DISERTACIJA 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
 
 
 
 
 
Tanja GUČEK 
 
 
BIOLOGIJA VIROIDA RAZPOKANOSTI SKORJE AGRUMOV 
(CBCVd) IN RAZVOJ METOD ZA DOLOČANJE  
VIROIDOV V HMELJU 
DOKTORSKA DISERTACIJA 
 
 
BIOLOGY OF CITRUS BARK CRACKING VIROID (CBCVd) AND 
DEVELOPMENT OF METHODS FOR DETECTION OF 
 VIROIDS IN HOP 
DOCTORAL DISSERTATION 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
II 
 
Na podlagi Statuta Univerze v Ljubljani ter po sklepu Senata Biotehniške fakultete in sklepa 
19. seje Komisije za doktorski študij Univerze v Ljubljani z dne 7. 7. 2015 (po pooblastilu 
Senata Univerze z dne 20. 1. 2009) je bilo potrjeno, da kandidatka izpolnjuje pogoje za 
opravljanje doktorata znanosti na Interdisciplinarnem doktorskem študijskem programu 
Bioznanosti, znanstveno področje biotehnologija. Za mentorja je bil imenovan višji znan. 
sod. dr. Sebastjan Radišek in za somentorja prof. dr. Jernej Jakše.  
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednik:  prof. dr. Stanislav TRDAN 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo 
 
Članica:  prof. dr. Maja RAVNIKAR  
  Nacionalni inštitut za biologijo, Oddelek za biotehnologijo in sistemsko 
biologijo 
   
Članica:  izr. prof. dr. Dunja BANDELJ 
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in 
informacijske tehnologije, Oddelek za aplikativno naravoslovje    
 
 
Datum zagovora: 14. 10. 2020 
 
 
 
 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
III 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA (KDI) 
ŠD Dd 
DK UDK 606:632:633.791:57.083.24(043.3) 
KG 
 
hmelj, viroid, viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd), huda viroidna 
zakrnelost hmelja, umetna okužba, gostiteljska specifičnost, metode za 
določanje viroidov 
AV GUČEK, Tanja univ. dipl. biokem. 
SA RADIŠEK, Sebastjan (mentor), JAKŠE, Jernej (somentor) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Interdisciplinarni doktorski 
študijski programu Bioznanosti, znanstveno področje biotehnologija 
LI 2020 
IN BIOLOGIJA VIROIDA ZAKRNELOSTI SKORJE AGRUMOV (CBCVd) IN 
RAZVOJ METOD ZA DOLOČANJE VIROIDOV V HMELJU 
TD Doktorska disertacija 
OP XIV, 139 str., [33] str., 33 pregl., 23 sl., 19 pril., 263 vir. 
IJ Sl 
JI sl/en 
AI 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Huda viroidna zakrnelost, ki jo povzročata viroida CBCVd in HLVd, je ena 
izmed najhujših bolezni hmelja. V okviru disertacije smo analizirali gostiteljsko 
specifičnost viroida CBCVd, stabilnost, širjenje in vpliv bolezni na hmelj ter 
razvili metode za umetno okuževanje, sočasno določanje in kvantifikacijo 
viroidov. Med gostitelji smo s CBCVd okužili grenkoslad (Solanum dulcamara) 
in s HLVd navadno konopljo (Cannabis sativa). Z analizo stabilnosti CBCVd 
smo viroid v ostankih in tleh zaznali do enega leta po uničenju in zakopu 
okuženih rastlin. Z analizo širjenja bolezni smo v sedmih letih določili 8,5 % 
hitrost širjenja (št. obolelih rastlin/leto) in več kot 50 % povečanje števila 
obolelih rastlin. Vpliv bolezni na pridelek hmelja je bil negativen z izrazitimi 
bolezenskimi znamenji, z 10-kratnim zmanjšanjem hitrosti rasti, do 70 % 
padcem α-kislin, do 55 % padcem β-kislin, do 85 % nižjimi eteričnimi olji, do 
40 % krajšo dolžino in do 70 % nižjo težo storžkov. Za učinkovito določanje 
viroidov smo razvili metodi za sočasno analizo viroidov: mRT-PCR za 
določanje vseh 4 viroidov iz hmelja in endogene kontrole ter mRT-qPCR za 
določanje CBCVd, HLVd in HSVd. Z uporabo razvitih metod smo določili 
sezonsko dinamiko in tkivno kolonizacijo viroidov CBCVd in HLVd v hmelju. 
Med viroidoma smo potrdili sinergijo in pozitivno korelacijo, glede na tkivo sta 
se akumulirala v podobnih vzorcih lokalizacije. V listih in generativnih organih 
je bil največji titer viroidov julija in avgusta, v koreninah maja. Z raziskavo smo 
določili biologijo viroida CBCVd, razvili metode za umetno okuževanje in 
določanje viroidov ter kot prvi analizirali sezonsko dinamiko viroidov na 
hmelju. 
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Severe hop stunt disease caused by CBCVd and HLVd viroids is one of the 
worst diseases in hop. In this dissertation, we analyzed the host specificity of 
CBCVd, tohether with stability, spread and impact of the disease on hop. We 
developed methods for artificial infection, simultaneous detection and 
quantification of viroids. Woody nightshade (Solanum dulcamara) was 
infected with CBCVd and cannabis (Cannabis sativa) with HLVd. Analyzing 
the stability of CBCVd, the viroid was detected in residues and soil up to one 
year after the destruction and burial of infected plants. Analyzing the spread 
of the disease, we determined an 8.5 % rate of spread (no. of symptomatic 
pants/year) and a 50 % increase in the number of diseased plants in seven 
years. The impact of the disease on hop yields was negative with pronounced 
disease symptoms: 10-fold decrease in growth rate, 70 % drop in α-acids, 55 
% drop in β-acids, 85 % lower essential oils, 40 % shorter length and up to 70 
% lower cone weight. For efficient viroid detection, we developed multiplex 
methods: mRT-PCR for detection of all 4 hop viroids and endogenous control, 
and mRT-qPCR for detection of CBCVd, HLVd and HSVd. We next 
determined the seasonal dynamics and tissue colonization of CBCVd and 
HLVd in hop. Synergy and a positive correlation were confirmed between the 
viroids, they accumulated in similar localization patterns with respect to 
tissue. In leaves and generative organs, the highest titer of viroids was in July 
and August, in the roots in May. The research determined the biology of the 
CBCVd, developed methods for artificial infection and detection of viroids, 
and was the first to analyze the seasonal dynamics of viroids in hop. 
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1 UVOD 
Hitra rast prebivalstva in neugodne vremenske razmere na eni strani povzročajo potrebo po 
večji proizvodnji hrane, a na drugi strani vedno večja kmetijska pridelava vodi k hitrejšemu 
širjenju rastlinskih patogenov. Pomena preprečevanja nastanka in širjenja bolezni rastlin se 
v današnjem času premalo zavedamo, kljub temu da  bo v prihodnosti od tega lahko odvisen 
obstoj človeštva. Pri zatiranju bolezni rastlin so ključnega pomena razumevanje lastnosti 
bolezni, razvoj zanesljivih metod za prepoznavanje povzročiteljev bolezni in določitev 
ukrepov za zaustavitev širjenja bolezni. Pojav in razvoj bolezni se lahko prepreči oziroma 
omeji z uporabo fitofarmacevtskih sredstev, vzgojo odpornih sort in upoštevanjem ustreznih 
fitosanitarnih ukrepov. Obstajajo tudi povzročitelji bolezni, kot so viroidi, ki lahko 
povzročijo zelo hude neozdravljive bolezni, proti katerim fitofarmacevtska sredstva niso na 
voljo. 
Viroidi so najmanjši in najenostavnejši rastlinski patogeni, ki imajo zelo širok spekter 
gostiteljev in lahko okužijo kmetijske in okrasne rastline ter nekatere drevesne vrste (Hadidi 
in sod., 2003). Za številne viroide je znano, da povzročajo bolezni, ki vplivajo tako na 
zmanjšanje kakovosti kot tudi na količino pridelka. »Coconut cadang-cadang viroid« 
(CCCVd) je na Filipinih od leta 1920 uničil več kot 40 milijonov kokosovih palm, še vedno 
je okuženih 650.000 ha, ogrožena je tudi proizvodnja palmovega olja. Do velikih izgub pride 
tudi ob okužbi krompirja z viroidom vretenatosti krompirjevih gomoljev (ang. Potato 
spindle tuber viroid, PSTVd), ki zmanjša pridelek za 17–64 % (Verhoeven, 2010). Na drugi 
strani se pridelovalci agrumov z namenom, da omejujejo velikost dreves, odločajo za umetne 
okužbe z viroidi, saj si s tem omogočajo zasajanje nasadov visoke gostote in olajšajo obiranje 
plodov (Vidalakis in sod., 2010). 
Viroidi lahko okužijo tudi hmelj ter povzročijo izgubo pridelka in agresivna bolezenska 
znamenja z odmiranjem rastlin (Sano, 2003; Yamamoto in sod., 1973). Pridelava hmelja v 
svetu obsega približno 60.000 ha obdelovalnih površin (International …, 2018). Viroidna 
obolenja na hmelju so zelo pomembna, ker lahko resno ogrozijo hmeljarstvo in pomenijo 
nevarnosti širjenja na druge kmetijske rastline. Za nekatere viroide je znano, da imajo zelo 
širok spekter gostiteljev in se hitro širijo, tako med rastlinami istega gostitelja kot tudi med 
različnimi gostitelji (Flores in sod., 2005). Tako obstaja velika grožnja, da se zaradi zelo 
intenzivnega globalnega trgovanja z rastlinskim materialom lahko pojavijo nove viroidne 
bolezni kot posledica prenosa viroidov, ki na nekem gostitelju mogoče ne kažejo bolezenskih 
znamenj, medtem ko na drugem povzročijo pravo epidemijo (Hadidi in sod., 2017a). Primer 
takšne epidemije je okužba hmelja z viroidom zakrnelosti hmelja (ang. Hop stunt viroid, 
HSVd), ki se je v hmelj prenesel z vinske trte (Kawaguchi-Ito in sod., 2009), in v hmelju 
nedavno odkrit viroid razpokanosti skorje agrumov (ang. Citrus bark cracking viroid, 
CBCVd) (Jakše in sod., 2015). CBCVd v hmelju je povsem nov in nepričakovan 
povzročitelj, ki povzroča še neraziskano bolezen hudo viroidno zakrnelost hmelja. CBCVd 
je tudi osrednja tema pričujoče doktorske disertacije. 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
V Sloveniji se je leta 2007 na hmelju prvič pojavila agresivna bolezen, ki povzroča 
zakrnelost in odmiranje rastlin. Prve diagnostične analize so v tkivu storžkov potrdile 
prisotnost viroida HSVd (Radišek in sod., 2012), ki povzroča viroidno zakrnelost hmelja 
(Sasaki in Shikata, 1977). Obolenje v Sloveniji se po opisih bolezenskih znamenj ujema z 
okužbo s HSVd, vendar z določenimi odstopanji, zato so bile opravljene dodatne 
diagnostične analize, ki so v simptomatičnih rastlinah potrdile prisotnost viroida CBCVd 
(Jakše in sod., 2015). Hkrati se je v okviru iste raziskave ugotovilo, da je glavni povzročitelj 
novega obolenja dejansko CBCVd, medtem ko je HSVd v obolelih rastlinah le občasno 
prisoten ali pa ga sploh ni več možno zaznati (Jakše in sod., 2015). Nova bolezen na hmelju, 
ki jo povzroča CBCVd, je poimenovana »huda viroidna zakrnelost hmelja«. Oba na novo 
odkrita viroida v hmelju predstavljata prvo najdbo v Evropi, viroid CBCVd pa celo prvo 
znano najdbo v hmelju na svetu. V primeru hude viroidne zakrnelosti je v okuženih rastlinah 
poleg CBCVd vedno prisoten tudi hmeljev latentni viroid (ang. Hop latent viroid, HLVd) 
(Jakše in sod., 2015), ki je vsesplošno razširjen v vseh svetovnih pridelovalnih območjih 
hmelja. HLVd na večini sort ne povzroča vidnih bolezenskih znakov, a negativno vpliva na 
velikost storžkov, kakovost eteričnih olj in vsebnost α-kislin (Barbara in sod., 1990; Puchta 
in sod., 1988).  
Huda viroidna zakrnelost hmelja je v obdobju 2011–2019 prizadela več kot 300 ha hmeljišč, 
kljub izvajanju ukrepov in nadzoru pa se še danes vedno hitreje širi na nove nasade (Načrt 
…, 2019). Okužene rastline niso ozdravljive, zato jih je potrebno uničiti in hkrati z 
ustreznimi ukrepi poskrbeti, da se širjenje bolezni čim bolj omeji. Največji del širjenja 
CBCVd predstavlja mehanski prenos s sokom in ostanki okuženih rastlin hmelja (Jakše in 
sod., 2015). To zaradi pogoste mehanske obdelave v hmeljiščih povzroča hiter prenos in 
širjenje bolezni (Radišek in sod., 2017). 
Ker gre v primeru viroida CBCVd v hmelju za novo viroidno obolenje, je za preprečevanje 
nadaljnjega širjenja bolezni potrebno raziskati lastnosti bolezni: od njenega nastanka, kroga 
gostiteljev, načinov širjenja do analize vpliva na pridelek, kot tudi razviti ustrezne metode 
za določanje povzročiteljev bolezni.  
Pri viroidu CBCVd v hmelju je nevarnost širjenja na ostale kmetijske rastline in vloga 
plevelov v hmeljiščih, ki lahko služijo kot rezervoar viroidov, neraziskana. Z namenom 
določitve gostiteljske specifičnosti CBCVd je zato potrebno razviti zanesljive metode za 
umetno okuževanje rastlin s CBCVd, ki bodo primerne tudi za rutinska okuževanja ter 
nadaljnje študije tega in ostalih viroidov. 
Prav tako je v primeru nove bolezni hmelja neraziskana stabilnost CBCVd v ostankih 
okuženih rastlin in ostankih v tleh. Hmelj namreč raste v trajnih nasadih, kjer lahko po 
izkrčenju hmeljišč in ponovni zasaditvi na iste površine prihaja do ponovnih okužb zaradi 
ostankov obolelih rastlin v tleh. Tudi analiza širjenja v nasadih in vpliv na pridelek za 
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CBCVd v hmelju še nista sistematično raziskana. Z namenom razumevanja nove bolezni in 
razvoja bolezenskih znamenj je pomembno proučiti sezonsko dinamiko CBCVd v različnih 
tkivih hmelja in odnos tega viroida z vsesplošno prisotnim HLVd.  
Potrebno je razviti metode za sočasno določanje viroidov v hmelju in kvantifikacijo (mRT-
PCR, obratno prepisovanje in verižna reakcija s polimerazo v enem koraku za sočasno 
določanje; mRT-qPCR, mRT-PCR v realnem času). Tovrstne diagnostične metode, ki 
omogočajo hitrejše, občutljivejše in natančnejše določanje viroidov, pri hmelju še niso 
razvite in so poleg epidemioloških študij uporabne tudi pri vrednotenju odpornosti ali 
tolerance sort ter rutinskih testiranjih rastlin v okviru certifikacijskih shem sadilnega 
materiala ali potrjevanja bolezenskih žarišč.  
1.2 CILJI RAZISKOVANJA 
V doktorski disertaciji smo si zastavili naslednje raziskovalne cilje: 
 
1. Preizkušanje metod za umetno okuževanje rastlin z viroidi: 
 
- metode za umetno okuževanje rastlin s CBCVd, 
- razvoj umetnega okuževanja rastlin z monomerom in dimerom viroida CBCVd. 
 
2. Določitev gostiteljske specifičnosti viroida CBCVd med gojenimi rastlinami in 
izbranimi vrstami plevelov. 
 
3. Določitev stabilnosti viroida CBCVd: 
 
- v uničenih okuženih rastlinah, 
- v ostankih okuženih rastlin v tleh. 
 
4. Analiza širjenja hude viroidne zakrnelosti hmelja. 
 
5. Določitev vpliva hude viroidne zakrnelosti hmelja na pridelek. 
 
6. Razvoj metod za določanje viroidov v hmelju: 
 
- metoda RT-PCR za sočasno določanje viroidov (mRT-PCR), 
- metoda RT-PCR v realnem času za sočasno določanje viroidov (mRT-qPCR). 
 
7. Določitev sezonske dinamike viroidov v hmelju s spremljanjem koncentracije viroidov 
CBCVd in HLVd v posameznih tkivih hmelja med rastno dobo.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 HMELJ 
Hmelj (Humulus lupulus L.) je večletna rastlina vzpenjavka iz družine konopljevk 
(Cannabaceae), katere storžki se uporabljajo pri proizvodnji piva. Spada med dvokaličnice, 
v red koprivovcev (Urticales) in rod hmeljev (Humulus), kamor štejemo navadni hmelj (H. 
lupulus L.), japonski hmelj (H. japonicus Siebold & Zucc.) in yunnanski hmelj (H. 
yunnanensis L.) (Neve, 1991). Rastlino sestavljajo enoletni nadzemni deli (steblo, stranski 
poganjki, listi), razmnoževalni organi (moški ali ženski cvetovi) in vegetativni podzemni 
deli (korenika), ki imajo življenjsko dobo od 10 do 25 let. Je dvodomna rastlina, kar pomeni, 
da ima rastlina le ženske ali le moške cvetove (Rode in sod., 2002).  
Glavni pridelek hmelja so storžki, ki so dozorela ženska socvetja in za proizvodnjo piva 
gospodarsko najpomembnejši deli hmelja, saj dajejo pivu okus, vonj in obstojnost. V 
storžkih nastaja lupulin, ki vsebuje smole, eterična olja ter polifenole (Ferant in Košir, 2012). 
Smole so sestavljene iz α-kislin in β-kislin, od katerih α-kisline dajejo pivu glavno grenčico 
in delujejo kot konzervans (Neve, 1991). Eterična olja so kompleksna mešanica več sto 
različnih sestavin, ki dajejo pivu značilen vonj in poleg α-kislin določajo kakovost hmelja. 
Polifenoli so v pivu pomembni predvsem zaradi vpliva na aromo, barvo, peno ter stabilnost 
okusa (Ferant in Košir, 2012).  
Hmelj se zaradi svojih antioksidativnih, protimikrobnih in pomirjevalnih učinkov vedno 
pogosteje uporablja tudi v farmacevtski industriji in kulinariki, velik potencial je zaradi 
protimikrobnega delovanja viden tudi v prehrani živali (Biendl, 2009; Čerenak in Lavrenčič, 
2012). Zaradi podatkov o protivnetnem delovanju, zaviranju srčno-žilnih bolezni, raka in 
osteoporozea se uporaba hmelja širi tudi na področje medicine (Biendl, 2009; Lee in Lee, 
2006). 
Začetki Slovenskega hmeljarstva segajo v 19. stoletje (Majer in sod., 2002). Danes se hmelj 
v Sloveniji prideluje na 1.667 ha površin in več kot 99 % pridelanega hmelja se izvozi 
(International …, 2018; Pavlovič, 2012). V svetovnem merilu Slovenija pridela 3 % hmelja, 
kar jo uvršča med pet vodilnih držav pridelovalk hmelja. Površine hmeljišč v svetu obsegajo 
60.270 ha različnih sort hmelja, pridelek hmelja dosega 117.556 ton (International …, 2018). 
V Sloveniji so najbolj razširjene sorte hmelja Aurora, Bobek, Celeia, Savinjski golding, 
Styrian gold in Dana (Čerenak in Ferant, 2012).  
Pridelavo hmelja ovirajo številne bolezni, škodljivci in pleveli. Med povzročitelji bolezni 
hmelja so glive, oomicete, bakterije, ogorčice, fitoplazma, virusi in viroidi (Dolinar in sod., 
2002; Mahaffee in sod., 2009). Najpomembnejša glivična bolezen hmelja je hmeljeva 
peronospora, ki jo povzroča oomiceta Pseudoperonospora humuli. Povzroča nekroze listov 
in rjavenje tako cvetov kot tudi storžkov (Dolinar in sod., 2002; Radišek in Oset Luskar, 
2012).  
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Ena najstarejših bolezni na hmelju je hmeljeva pepelovka, ki jo povzroča parazitska gliva 
Podosphaera macularis. Pojav bolezni je zelo odvisen od vremenskih pogojev, bolezenska 
znamenja so vidna predvsem na listih, v obliki belih prašnih kolonij, in cvetovih, ki lahko 
zakrnijo in odpadejo (Dolinar in sod., 2002; Radišek in Oset Luskar, 2012).  
Med najnevarnejše bolezni hmelja spada verticilijska uvelost hmelja, ki jo povzročata glivi 
Verticillium nonalfalfae (s starim poimenovanjem Verticillium albo-atrum) in Verticillium 
dahliae (Inderbitzin in sod., 2011; Pegg in sod., 2002). Bolezenska znamenja, ki se 
pojavljajo pri obeh oblikah, so odmiranje rastlin, rumenenje, venenje in nekroze listov ter 
porjavelo tkivo v spodnjem delu rastline. Glivi tudi po odmrtju rastline ostaneta v tleh, ki so 
zato kontaminirana (Down in sod., 2007; Radišek, 2009).  
Na hmelju se pojavljajo še številne druge bolezni, ki jih povzročajo glive, vendar za 
pridelavo niso tako pomembne: siva plesen (Botryotinia fuckeliana), cerkosporna pegavost 
(Cercospora cantuariensis), siva pegavost (Phoma exigua), sušenje hmeljevih storžkov 
(Cladosporium spp.) in bela trohnoba (Gibberella pulicaris) (Radišek in Oset Luskar, 2012). 
Hmelj lahko okužijo tudi ogorčice, bakterije kot je Rhizobium radiobacter (staro 
poimenovanje Agrobacterium tumefaciens), ki povzroča rakaste tvorbe, in fitoplazma, ki 
negativno vpliva na razvoj poganjkov (Dolinar in sod., 2002; Mahaffee in sod., 2009).  
Med pomembnejše bolezni hmelja sodijo virusna in viroidna obolenja, ki se lahko pojavljajo 
v latentni obliki ali pa povzročajo izrazita bolezenska znamenja. Do sedaj so na hmelju 
odkrili 17 različnih virusov, med katerimi so najbolj škodljivi: jablanov mozaik virus 
(ApMV), hmeljev latentni virus (HpLV), hmeljev mozaik virus (HpMV) in virus 
repnjakovega mozaika (ArMV) (Pethybridge in sod., 2008). Viroidi so najmanjši rastlinski 
patogeni, na hmelju so do sedaj potrdili štiri viroide; HLVd, HSVd, CBCVd in viroid 
grbavosti jabolk (ang. Apple fruit crinkle viroid, AFCVd) (Jakše in sod., 2015; Puchta in 
sod., 1988; Sano in sod., 2004; Sasaki in Shikata, 1977), od katerih so v Sloveniji prisotni 
HLVd, HSVd in CBCVd (Jakše in sod., 2015). Viroidi, ki lahko okužijo hmelj, so bili 
osrednja tema pričujoče doktorske disertacije in so podrobneje opisani v poglavju 2.3. 
Velik vpliv na pridelek hmelja imajo tudi škodljivci, med katerimi so najpomembnejši: 
hmeljeva listna uš (Phorodon humuli), hmeljeva pršica (Tetranychus urticae), koruzna vešča 
(Ostrinia nubilialis), hmeljev bolhač (Psylliodes attenuatus), hmeljev rilčkar (Neoplinthus 
tigratus) in lucernin rilčkar (Otiorhynchus ligustici) (Rak Cizej in Oset Luskar, 2012).  
Prav tako na pridelek negativno vpliva prisotnost plevelov v hmeljiščih, ki hmelju 
odvzemajo hranila in vodo. Med najpogosteje zastopanimi pleveli v hmeljiščih so: navadna 
zvezdica (Stellaria media L.), škrlatnordeča mrtva kopriva (Lamium purpureum L.), navadni 
plešec (Capsella bursa-pastoris (L.) Medik.), srhkodlakavi ščir (Amaranthus retroflexus L.), 
bela metlika (Chenopodium album L.), drobnocvetni rogovilček (Galinsoga parviflora Cav.) 
in topolistna kislica (Rumex obtusifolius L.) (Simončič, 2019). 
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2.2 VIROIDI 
Viroidi so »pirati« rastlinskega sveta, saj kot pirati zasedejo ladjo in jo lahko potopijo, viroidi 
napadejo rastlino in povzročijo, da le-ta lahko odmre. Sestavljeni so samo iz enoverižne, 
krožne molekule RNA, velikosti med 246 in 401 nukleotidov (nt). Kljub svoji preprosti 
strukturi povzročijo zelo hude bolezni in lahko okužijo širok spekter gostiteljev (Flores in 
sod., 2005). Viroidna RNA ne vsebuje zapisa za proteine, a vseeno vsebuje strukturne 
elemente, ki omogočajo razmnoževanje v ustreznih gostiteljih, potovanje po rastlini in 
najpomembnejše, zmožnost, da se lahko izognejo obrambnemu odzivu gostitelja (Daròs, 
2016).  
Prva viroidna bolezen, vretenatost krompirjevih gomoljev, se je leta 1921 pojavila na 
krompirju (Solanum tuberosum L.) v Združenih državah Amerike (Martin, 1922). Zaradi 
bolezenskih znamenj, ki so izgledala kot okužba z virusom, so dejanski vzrok bolezni, viroid  
PSTVd odkrili šele leta 1971 (Diener, 1971). Poleg krompirja so prva viroidna obolenja 
odkrili na kokosovih palmah (leta 1914), paradižniku (leta 1931), krizantemah (leta 1947), 
agrumih (leta 1948), hmelju (leta 1952) in kumarah (leta 1963) (Diener, 1987; Kent, 1953; 
Yamamoto in sod., 1970). Obstajajo predvidevanja, da so viroidna obolenja obstajala že pred 
pojavom prvih bolezni, vendar so bila prisotna na divjih rastlinah, iz katerih so se na gojene 
rastline prenesla zaradi vedno večje pridelave monokultur (Hadidi in sod., 2003). Hkrati je 
k širjenju viroidov pripomoglo vedno pogostejše mednarodno trgovanje z rastlinskim 
materialom (Diener, 1987).  
Izgube pridelka zaradi viroidnih obolenj je zelo težko izmeriti, še posebej v primeru latentnih 
okužb, kjer kljub zdravemu videzu rastline prihaja do zmanjšanja kakovosti in količine 
pridelka (Hadidi in sod., 2017b), zato je ekonomski vpliv številnih viroidov še vedno neznan 
(Hammond, 2017). Največji ekonomski vpliv imajo viroidi na pridelek kokosovih palm (na 
Filipinih 700.000 okuženih palm), kot tudi sadnih dreves (do 95 % zmanjšanje pridelka 
avokada zaradi ASBVd; bolezni agrumov zaradi HSVd in CEVd, ki zmanjšajo pridelek do 
75 %), vinske trte (viroidi GYSVd, AGVd in HSVd razširjeni po celem svetu, ker so 
večinoma latentni), okrasnih rastlin (do 65 % zmanjšana rast krizantem zaradi CSVd), 
hmelja in zelenjave, kot so paradižnik (viroidi iz družine Pospiviroidae, ki se širijo prek 
semen in povzročajo velike izgube pridelka), krompir (PSTVd razširjen po celem svetu), 
kumare (izgube pridelka med 2–3 % zaradi HSVd) in paprika (zmanjšana rast zaradi PCFVd) 
(Hadidi in sod., 2017b; Hammond, 2017; Rodriguez in sod., 2017; Verhoeven in sod., 2017) 
(pregl. 1). Viroidi se razlikujejo glede gostiteljev, ki jih lahko okužijo, bolezni, ki jih 
povzročajo, načinu širjenja, epidemiologiji, odzivu na okolje, interakcijah z drugimi 
patogeni in času, v katerem lahko povzročijo bolezen (Randles, 2003). Ker je vsaka 
interakcija med viroidom in gostiteljem specifična in viroidne bolezni do danes niso 
ozdravljive, je preprečevanje viroidnih obolenj odvisno od poznavanja epidemiologije 
viroida, načinov širjenja bolezni in zanesljivih diagnostičnih metod (Randles, 2003).  
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2.2.1 Struktura in taksonomija viroidov 
Glede na njihovo strukturo in funkcijo razdelimo 32 znanih viroidov (pregl. 1) v osem rodov 
in dve družini: Pospiviroidae in Avsunviroidae (Di Serio in sod., 2017a; Flores in sod., 
2011). Poleg omenjenih vsebuje podatkovna zbirka NCBI (ang., National Center for 
Biotehnology Information) še šest viroidov, ki še niso bili potrjeni s strani Mednarodne 
komisije za taksonomijo virusov (ang. International Committee on Taxonomy of Viruses, 
ICTV) in osem neuvrščenih viroidov (pregl. 1) (Di Serio in sod., 2017a; Guček in sod., 
2017b). 
Preglednica 1: Taksonomija viroidov. Družina, rod, angleško ime, okrajšava in dolžina zaporedja viroidov (Di 
Serio in sod., 2017a). 
Table 1: Viroid taxonomy. Family, genus, english name, abbreviation and viroid sequence lengt (Di Serio et 
al, 2017a). 
Družina/Rod Angleško ime/ slovensko ime Okrajšava  Dolžina zaporedja (nt) 
Avsunviroidae   
Avsunviroid Avocado sunblotch viroid ASBVd 246-251 
Elaviroid Eggplant latent viroid/ latentni viroid jajčevcev ELVd 332-335 
Pelamoviroid Chrysanthemum chlorotic mottle viroid CChMVd 398-401 
 Peach latent mosaic viroid PLMVd 335-351 
Pospiviroidae    
Apscaviroid Apple dimple fruit viroid ADFVd 306, 307 
 Apple scar skin viroid ASSVd 329-334 
 Australian grapevine viroid/ avstralski viroid vinske trte AGVd 369 
 Citrus bent leaf viroid CBLVd 315, 318 
 Citrus dwarfing viroid (= Citrus viroid III) CDVd 294, 297 
 Citrus viroid V CVd-V 284 
 Citrus viroid VI CVd-VI 330 
 Grapevine yellow speckle viroid 1 GYSVd-1 366-368 
 Grapevine yellow speckle viroid 2 GYSVd-2 363 
 Pear blister canker viroid PBCVd 315, 316 
Cocadviroid Coconut cadang-cadang viroid CCCVd 246-247 (287-301) 
 Coconut tinangaja viroid CtiVd 254 
 Citrus bark cracking viroid/ viroid razpokanosti skorje 
agrumov 
CBCVd 284 
 Hop latent viroid/ hmeljev latentni viroid HLVd 256 
Coleviroid Coleus brumei viroid 1 CbVd-1 248-251 
 Coleus brumei viroid 2 CbVd-2 301, 302 
 Coleus brumei viroid 3 CbVd-3 361-364 
Hostuviroid Hop stunt viroid/ viroid zakrnelosti hmelja HSVd 294-303 
   se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 1   
Družina/Rod Angleško ime/ slovensko ime Okrajšava  Dolžina zaporedja (nt) 
    
 Dahlia latent viroid DLVd 342 
Pospiviroid Chrysanthemum stunt viroid/ viroid zakrnelosti krizantem CSVd 354-356 
 Citrus exocortis viroid CEVd 368-375 (463-467) 
 Columnea latent viroid CLVd 370-373 
 Iresine viroid 1 IrVd-1 370 
 Pepper chat fruit viroid PCFVd 348 
 Potato spindle tuber viroid/ viroid vretenatosti krompirjevih 
gomoljev 
PSTVd 356-361 (341) 
 Tomato apical stunt viroid TASVd 360-363 
 Tomato chlorotic dwarf viroid TCDVd 360 
 Tomato planta macho viroid TPMVd 359-360 
Neuvrščeni viroidi 
Apscaviroid Apple fruit crinkle viroid/ viroid grbavosti jabolk AFCVd 371 
 Grapevine latent viroid/ viroid zakrnelosti vinske trte GLVd 328 
 Grapevine yellow speckle viroid 3 GYSVd-3 366 
 Persimmon latent viroid PLVd 396 
 Persimmon viroid 2 PVd-2 358 
Coleviroid Coleus blumei viroid 5 CbVd-5 274 
 Coleus blumei viroid 6 CbVd-6 342 
Pospiviroid Portulaca latent viroid PoLVd 351 
Viroidi iz družine Pospiviroidae se v pet rodov razdelijo glede na tip centralnega ohranjenega 
območja (ang. Central conserved region, CCR) in prisotnost terminalne ohranjene regije 
(ang. Terminal conserved region, TCR) oziroma terminalne ohranjene zanke (ang. Terminal 
conserved hairpin, TCH) (Daròs, 2016). Zanje je značilno pet strukturnih domen: terminalna 
leva (TL), patogena (P), centralna (C), variabilna (V) in terminalna desna (TR) (Keese in 
Symons, 1985) (sl. 1a). Domena C je najbolj ohranjena in vsebuje CCR-del, domena TL pa 
TCR ali TCH-območje (Daròs, 2016). Domena P je domnevno povezana s patogenostjo, 
medtem ko naj bi domena V imela največjo variabilnost med sorodnimi viroidi (Keese in 
Symons, 1985). Viroidi iz družine Avsunviroidae ne vsebujejo CCR-območja, ampak 
strukturne elemente za ribocim v obliki kladiva s katalitično funkcijo (sl. 1b) (Daròs, 2016). 
Za večino viroidov je značilna paličasta sekundarna struktura, za nekatere viroide iz družine 
Avsunviroidae pa razvejana sekundarna struktura (sl. 1) (Flores in sod., 2011). 
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Slika 1: Struktura viroidov. (a) Družina Pospiviroidae: viroid PSTVd s paličasto sekundarno strukturo in petimi 
strukturnimi domenami: C (centralna), P (patogena), V (variabilna), TL in TR (terminalna leva in desna). Z 
oranžno je označeno nukleotidno zaporedje domene TCR (terminalna ohranjena regija), z modro barvo domena 
CCR (centralna ohranjena regija), s puščicami pa obrnjene ponovitve. (b) Družina Avsunviroidae: viroid 
ASBVd s paličasto strukturo in viroid PLMVd z razvejano sekundarno strukturo. Ohranjena zaporedja v 
strukturi kladiva so označena s črnimi in belimi okvirji, zanka, ki omogoča stabilnost viroidu PLMVd pa s 
črtami (Flores in sod., 2017). 
Figure 1: Viroid structure. (a) Family Pospiviroidae: rod-like secondary structure of PSTVd and five structural 
domains: C (central), P (pathogenic), V (variable), TL and TR (terminal left and right). Nucleotide sequences 
of the TCR (terminal conserved region) and CCR (central conserved region) are shown with orange and blue 
colour, respectively, while arrows indicate inverted repeats. (b) Family Avsunviroidae: rod-like strukture of 
ASBVd and multibranched secondary structure of PLMVd. Conserved sequences in hammerhead structure are 
shown within black and white boxes, while lines indicate loop that enables PLMVd stability (Flores et al., 
2017). 
2.2.2 Razmnoževanje in potovanje po rastlini  
Viroidi iz družine Pospiviroidae se razmnožujejo v jedru preko asimetričnega mehanizma 
kotalečega se kroga (ang. Rolling-circle mechanism), medtem ko se viroidi iz družine 
Avsunviroidae razmnožujejo v plastidih (najpogosteje kloroplastih) preko simetričnega 
kotalečega se kroga (sl. 2) (Flores in sod., 2011). V mehanizmu kotalečega se kroga viroidna 
krožna RNA s pozitivno polarnostjo (+RNA) deluje kot osnova za sintezo oligomerne RNA 
z negativno polarnostjo (-RNA). Pri asimetrični poti se komplementarna +RNA, ki nastane 
iz oligomerne –RNA, s pomočjo Rnaze III cepi na monomere, ki jih DNA ligaza 1 zlepi v 
+RNA (sl. 2). Medtem ko se pri simetrični poti oligomerna –RNA s pomočjo ribocima v 
obliki kladiva sama cepi in nastala monomerna –RNA se s pomočjo tRNA ligaze zlepi v 
krožno obliko. Le-ta služi kot osnova za sintezo oligomerne +RNA, ki prav tako vsebuje 
avtokatalitično aktivnost, in se cepi na monomere, ki se s pomočjo tRNA ligaze zlepijo v 
krožno obliko (sl. 2). V primeru asimetrične poti sintezo verige omogoča gostiteljeva od 
DNA odvisna RNA polimeraza II, ki za osnovo sinteze normalno uporablja DNA in ne RNA, 
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kot je v primeru viroidov. Enako velja za gostiteljevo v jedru kodirano od DNA odvisno 
RNA polimerazo (ang. Nuclear-encoded polymerase, NEP) in v plastidih kodirano od DNA 
odvisno RNA polimerazo (ang. Plastid-encoded polymerase, PEP), ki omogočata sintezo 
viroidov po simetrični poti (sl. 2). V obeh primerih lahko pride do razmnoževanja viroidov 
zato, ker so sposobni spremeniti specifičnost substrata gostiteljevih encimov (Daròs, 2016). 
 
Slika 2: Shematski prikaz razmnoževanja viroidov preko kotalečega se kroga po asimetrični (družina 
Pospiviroidae) in simetrični poti (družina Avsunviroidae). Z modro barvo je označena osnovna veriga s 
pozitivno polarnostjo (+), z rdečo barvo pa veriga z negativno polarnostjo (-). S puščicami so označena mesta 
cepitve, oznaka P je fosfatna terminalna skupina, OH je hidroksilna terminalna skupina, NEP je v jedru 
kodirana polimeraza in Rz je ribocim (Daròs, 2016).   
Figure 2: Schematic representation of viroid replication through a rolling circle mechanism by asymetric 
(family Pospiviroidae) and symetric pathway (family Avsunviroidae). Blue lines indicate the main strand with 
positive polarity (+), while red lines indicate strand with negative polarity (-). Arrowheads represent cleavage 
site, P indicates phosphoester terminal group, OH indicates hydroxyl terminal group, NEP stands for nuclear-
encoded polymerase and Rz is ribozyme (Daròs, 2016). 
V primeru viroidne okužbe transport po celi rastlini poteka več tednov, preden viroidi 
dosežejo najbolj oddaljene dele rastline (Daròs, 2016). Razmnoževanju viroidov sledi izstop 
iz organelov (jedro ali koloroplasti) in medcelični transport skozi plazmodezmo. Viroidi nato 
vstopijo v vaskularno tkivo in se skozi floem razširijo po celem rastlinskem sistemu. Ko 
viroidi izstopijo iz floema v neokužene celice, se cikel ponovi (Ding in Itaya, 2007; Flores 
in sod., 2011; Pallas in Gomez, 2017). Znotrajcelični transport viroidov je še vedno slabo 
poznan, viroidna RNA najverjetneje vsebuje motive, ki omogočajo vstop in izstop iz 
organelov (Ding in Itaya, 2007). Za vstop v jedro viroidna RNA tvori komplekse s proteini, 
kot je VirP1, ki vsebuje signal za lokalizacijo v jedru. Viroidi iz družine Avsunviroidae 
najprej vstopijo v jedro in nato v kloroplaste (Pallas in Gomez, 2017). Po rastlini viroidi 
potujejo po floemu s pomočjo gostiteljevih proteinov, kot so floem protein 2 (PP2), ki so ga 
našli v kumarah (Cucumis sativus L.), in CmmLec17 ter neidentificiran 14 kDa velik protein, 
ki so ju našli v melonah (Cucumis melo L.) (Gomez in Pallas, 2001, 2004; Gómez in sod., 
2005; Owens in sod., 2001).  
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Distribucija viroidov v rastlini je odvisna od mesta razmnoževanja in načina potovanja po 
rastlini. Z uporabo in situ hibridizacije in elektronske mikroskopije so potrdili različno 
distribucijo viroidov, CEVd je bil razporejen po celem jedru, CCCVd samo v jedrcu in le 
delno v nukleoplazmi (Bonfiglioli in sod., 1996), ASBVd v kloroplastih (Lima in sod., 
1994), PSTVd pa pri različnih gostiteljih v različnih delih rastline (Matsushita in Tsuda, 
2014; Zhu in sod., 2001). Poleg različnih gostiteljev imajo na različno distribucijo vpliv tudi 
različica viroida (Rodio in sod., 2006), časovna dinamika, temperatura in sočasna okužba z 
več patogeni, kar so za CEVd in HSVd z RT-qPCR na agrumih dokazali Lin in sod. (2013; 
2015a). Pri CEVd je bil titer viroida čez celo leto v različnih tkivih različen in v primeru 
sočasne okužbe precej višji, medtem ko se pri HSVd ni veliko spreminjal. Povečanje viroida 
ob sočasni okužbi so potrdili tudi za CDVd, vendar le z nekaterimi kombinacijami virusa 
(Serra in sod., 2014). Prostorsko-časovni dinamiki viroidov v preteklosti ni bilo namenjenih 
veliko raziskav, čeprav je za določitev kritičnih točk širjenja bolezni ključna. V ta namen je 
potrebno razviti metode, ki omogočajo določanje viroidov v nizkih koncentracijah in 
latentnih okužbah. Pri tem je bistveno vzorčenje ustreznega tkiva v pravi časovni točki tako, 
da je titer viroida takrat najvišji. 
2.2.3 Gostitelji in njihova obramba pred viroidi 
Rastline so lahko gostitelji viroidov, če se le-ti v njih lahko razmnožujejo, akumulirajo in 
sistematično razširijo (Flores in sod., 2011). Na to lahko vpliva že sprememba v enem 
nukleotidu zaporedja viroida, tako da imajo različne variante istih viroidov različne 
gostitelje, nekatere med njimi pa so tudi tkivno specifične (Daròs, 2016; Flores in sod., 
2011). Gostiteljska specifičnost posameznih viroidov se zelo razlikuje, nekateri imajo zelo 
ozko gostiteljsko specifičnost, medtem ko lahko drugi okužijo zelo širok spekter gostiteljev. 
Viroidi lahko okužijo tako eno- kot dvokaličnice, med katerimi so še posebej ogrožene 
kmetijske rastline v tropskih in subtropskih področjih (Daròs, 2016). Sočasno je lahko v 
istem gostitelju prisotnih tudi več viroidov in virusov, še posebej v rastlinah kot so agrumi 
in vinska trta, ki so lahko med seboj v različno interakcijah (Singh in sod., 2003; Vernière 
in sod., 2006). 
Gostitelji se pred patogeni branijo s kombinacijo strukturne obrambe in biokemičnih reakcij, 
ki so v različnih sistemih gostitelj-patogen različne (Agrios, 2004). Obrambni odgovor proti 
patogenom poteka na molekularni ravni na osnovi prepoznavanja molekularnih vzorcev, ki 
so povezani s patogeni (ang. Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) (Jones in 
Dangl, 2006; Katagiri in Tsuda, 2010), genov za odpornost, ki nosijo zapis za R-proteine 
(Göhre in Robatzek, 2008; Šamajová in sod., 2013), obrambnih genov, ki zapisujejo za PR-
proteine (Kyrychenko in Kovalenko, 2011), in kopičenju endogenih hormonov (Rojo in sod., 
2003). Poleg omenjenih mehanizmov je utišanje RNA eden izmed načinov, s katerim se 
rastline odzovejo na napad RNA virusov in viroidov (Duran-Vila in sod., 2008; Gómez in 
sod., 2009).  
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2.2.4 Patogeneza 
Bolezenska znamenja se ob viroidni okužbi lahko razvijejo ali ne. Viroidna okužba se lahko 
kaže kot zaostajanje v rasti, deformacije, zvijanje, nekroze in kloroze listov, krajšanje in 
oženje stebel, pokanje lubja, razbarvanje cvetov, izkrivljenje in zmanjšanje števila plodov, 
v nekaterih primerih pa lahko rastline tudi odmrejo (Daròs, 2016; Hadidi in sod., 2003; 
Hammond in Owens, 2006). Izražanje bolezenskih znamenj je pri viroidnih obolenjih močno 
odvisno od različice viroida, razvojne faze rastline in okolja (Matoušek in sod., 2012). 
Pozitiven vpliv za razvoj bolezni ima predvsem visoka temperatura in veliko svetlobe 
(Flores in sod., 2011). Lahko se zgodi, da je okužba ene gostiteljske rastline latentna, na 
drugi pa isti viroid povzroča zelo agresivna bolezenska znamenja (Hadidi in sod., 2003), kot 
je primer viroida CBCVd na agrumih oziroma hmelju. Velik vpliv na izražanje bolezenskih 
znamenj imajo tudi sočasne okužbe z več viroidi, kjer lahko pride do prikritja določenih 
bolezenskih znamenj ali pa do ojačenja zaradi sinergije med posameznimi viroidi (Duran-
Vila in sod., 2008; Flores in sod., 2011).  
Viroidi aktivirajo obrambni sistem rastline na osnovi s patogenom povezanih proteinov (PR) 
in povzročijo kopičenje malih viroidnih molekul RNA (vd-sRNA) (Flores in sod., 2005; 
Matoušek in sod., 2012). Kako viroidi povzročijo nastanek bolezni, še vedno ostaja 
neznanka. Dosedanje študije so dokazale, da lahko viroidi regulirajo izražanje genov svojih 
gostiteljev, modificirajo fosforilacijo gostiteljevih proteinov in se povezujejo z 
gostiteljevimi proteini, ki so ključni pri transportu RNA in fosforilaciji proteinov. Viroidi 
lahko modificirajo izražanje genov, vključenih v odgovor na stres in obrambo rastlin, prenos 
signala, transport aminokislin, strukturo celične stene in zatiranje utišanja RNA (Parisi in 
sod., 2010). Večina bolezenskih znamenj je najverjetneje posledica več kompleksnih 
dejavnikov. Viroidi se povezujejo z gostiteljevimi proteini, ki posledično spremenijo svojo 
fiziološko vlogo ter vplivajo na metilacijo ribosomalnih RNA (rRNA) genov in s tem 
spremenijo izražanje genov gostiteljev (Daròs, 2016). 
2.2.5 Načini širjenja in ohranjanje viroidov v okolju 
Širjenje in ohranjanje viroidov v okolju je najpogosteje povezano z mednarodno izmenjavo 
rastlinskega materiala (plodovi, sadike …), vegetativnim razmnoževanjem okuženih rastlin 
in kmetijsko obdelavo, ki omogoča mehanski prenos (Duran-Vila in sod., 2008). Viroidna 
okužba se najpogosteje širi mehansko z okuženim rastlinskim sokom, ki ostaja na orodju in 
strojih pri izvajanju različnih agrotehničnih ukrepov (Hammond in Owens, 2006). Pri 
nekaterih viroidih lahko do širjenja pride zaradi medsebojnega kontakta rastlin in že samega 
kontakta z rastlino z roko ali oblačili (Verhoeven, 2010). Za viroid PSTVd je bilo potrjeno, 
da na različnih površinah (bombaž, plastika, guma ...) ostane infektiven 24 ur, na človeški 
koži pa 2 uri (Verhoeven in sod., 2010). Najbolj učinkovit način širjenja viroidov na večje 
razdalje je vegetativno razmnoževanje s potaknjenci, z uporabo cepljenja ali tkivnih kultur 
iz okuženih rastlin (Kovalskaya in Hammond, 2014; Verhoeven, 2010). Do širjenja viroidov 
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lahko v manjši meri pride tudi preko korenin (Hadidi in sod., 2003), žuželk (Antignus in 
sod., 2007; Matsuura in sod., 2010), semen in cvetnega prahu (Flores in sod., 2011). V 
primeru korenin se lahko viroidi širijo zaradi razraščanja in prepletanja korenin (Hadidi in 
sod., 2003), za viroid PSTVd je bilo potrjeno, da lahko v rastline vstopa preko korenin iz 
vode (Mehle in sod., 2014). Prenos viroidov s pomočjo žuželk je bil potrjen za uši in čmrlje, 
pri čemer se viroidi encimski razgradnji v prebavnem sistemu žuželk izognejo z 
»enkapsidacijo« s pomočjo virusov (Antignus in sod., 2007; Querci in sod., 1997; 
Verhoeven, 2010). Širjenje s semenom in cvetnim prahom ni tako pogosto, vendar zaradi 
obsežnega mednarodnega trgovanja s semeni, še posebej pri paradižniku, ki ga lahko okužijo 
PSTVd, TASVd, TPMVd in drugi, predstavlja veliko tveganje za razvoj epidemij (Hadidi in 
sod., 2017a; Verhoeven, 2010). Pred kratkim so za AFCVd in CBCVd na tobaku (Nicotina 
tabacum) potrdili, da se preko cvetnega prahu ne prenašata (Matoušek in sod., 2020). Zelo 
visoko stopnjo prenosa prek semen imajo lahko tudi gostitelji, ki ne kažejo bolezenskih 
znamenj, kar pomeni, da so viroidi najverjetneje razširjeni bolj kot nam je znano (Duran-
Vila in sod., 2008).  
 
Veliko tveganje za širjenje viroidov lahko predstavljajo tudi pleveli, ki so pri pridelavi 
kmetijskih in okrasnih rastlin še posebej pogosto prisotni in lahko služijo kot rezervoar 
viroidov (Bogaert in sod., 2015; Gobatto in sod., 2019; Mackie in sod., 2016). Gobatto in 
sod. (2019) so z mehanskimi okužbami potrdili, da lahko viroid zakrnelosti krizantem 
(Chrysanthemum stunt viroid, CSVd) okuži 17 različnih plevelnih vrst, medtem ko je bil 
CSVd v zajčji deteljici (Oxalis latifolia) prisoten že v naravi. V Avstraliji so v obsežni 
raziskavi testirali prisotnost PSTVd v naravi na več kot 600 rastlinah. Okužbo so potrdili pri 
plevelih (Solanum nigrum, Datura leichhardtii, Nicandra physalodes, Conyza bonariensis) 
in avtohtonih vrstah, v skupaj 50 rastlinah. Za različice viroidov iz plevelov so dokazali tudi 
veliko infektivnost, kar je lahko razlog za hitro širjenje viroidov (Mackie in sod., 2016). 
Matoušek in sod., (2007) so z uporabo biolistike umetno okužili plevele, ki se pogosto 
pojavljajo pri pridelavi krompirja in hmelja, in ugotovili uspešnost okužb s HSVd pri 
vejičastem rogovilčku (Galinsoga ciliata) ter v primeru PSTVd pri njivski pasji kamilici 
(Chamomilla reculita) in srhkodlakavem ščiru (Anthemis arvensis). Uporaba biolistike za 
potrditev novih gostiteljev ni najbolj primerna, ker ne predstavlja naravnega poteka okužbe, 
ki se največkrat zgodi mehansko. Pomen plevelov za širjenje viroidov pri hmelju je še vedno 
slabo proučen. Pri pridelavi hmelja je plevel neizogiben, zato je analiza gostiteljske 
specifičnosti viroidov med pleveli zelo pomembna. Yaguchi in Takahashi (1984) sta pred 
leti opravila obsežno raziskavo, v kateri je bilo na HSVd analiziranih 25 rastlinskih vrst, med 
njimi pleveli in divje rastline iz hmeljišč, skupaj 105 rastlin, vendar so okužbo potrdili samo 
pri rastlinah hmelja. 
 
Prav tako je slabo raziskano širjenje viroidov z ostanki okuženih rastlin in ostanki v tleh, ker 
se viroidi po več mesecih lahko ohranjajo v ostankih rastlin. Za HSVd v hmelju so potrdili, 
da je lahko v ostankih prisoten do 3 mesece (Yaguchi in Takahashi, 1984). Ohranjanje 
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viroidov v ostankih rastlin je še posebej pomembno za rastline, ki rastejo v trajnih nasadih, 
kot je hmelj, kjer lahko po izkrčenju in ponovni zasaditvi rastlin na iste površine prihaja do 
ponovnih okužb zaradi ostankov obolelih rastlin v tleh. V hmeljarstvu se uporablja 
specifična agrotehnika, ki vključuje čiščenje in navijanje poganjkov, trganje trt in obiranje 
storžkov, kar generira veliko količino rastlinskih ostankov. Pri pridelavi hmelja se namreč 
2/3 rastlinske mase ne uporabi, zato lahko na 1 ha na leto v povprečju nastane 15,7 ton 
ostankov, kar v Sloveniji predstavlja več kot 20.000 ton letno (Čeh in sod., 2019). Rastline 
so v času vegetacije zaradi izvajanja različnih agrotehničnih ukrepov izpostavljene številnim 
mehanskim vplivom, ki na rastlinah povzročijo poškodbe in omogočajo prenos rastlinskega 
soka. Poškodovane rastline, ostanki rastlin v nasadih kot tudi ostanki rastlin in korenin v tleh 
tako predstavljajo veliko nevarnost za širjenje viroidov. 
2.2.6 Nadzor in preprečevanje viroidnih obolenj 
Zaradi pogostega mednarodnega trgovanja z rastlinskim materialom je glavni način nadzora 
viroidnih bolezni preprečitev prenosa viroidov z okuženim sadilnim materialom (cepiči, 
sadike, semena, cvetni prah). Viroidne bolezni se namreč lahko zelo hitro širijo, niso 
ozdravljive in neposredno preprečevanje z uporabo fitofarmacevtskih sredstev zanje ni 
mogoče. Za posamezne viroide zato glede na stopnjo škode, ki jo lahko povzročijo, in 
pomembnost ter razširjenost gostiteljev, ki jih lahko okužijo, veljajo fitosanitarni ukrepi in 
omejitve. Za Evropsko unijo se glede na direktivo (EU) 2019/2072 in EPPO-listo kot 
karantenski organizmi štejejo PSTVd (A2), CCCVd (A1) in CSVd (A2) (EPPO, 2019b). 
Poleg omejitev prenosa viroidov ima pomembno vlogo tudi vzgoja zdravega sadilnega 
materiala v okviru certifikacijskih programov, ki omogoča varnejše trgovanje z rastlinami, 
višjo količino in kakovost pridelkov ter zmanjšanje stroškov odstranjevanja okuženih in 
odmrlih rastlin (Barba in James, 2017). Ker so za vzgojo zdravega sadilnega materiala 
potrebne brezviroidne rastline, se za odstranitev viroidov iz rastlin uporabljajo metode, kot 
so termoterapija, in vitro mikrocepljenje, uporaba nizkih temperatur in tkivnih kultur. 
Najbolj uspešna je uporaba kombinacije več metod, na primer uporaba nizkih temperatur (3 
mesece pri 4 °C) in nato termoterapije je pri ASSVd v 90 % odstranila viroid (Barba in sod., 
2017).  
Pri vzgoji zdravega sadilnega materiala ima pomembno vlogo upoštevanje higienskih 
ukrepov in uporaba učinkovitih dezinfekcijskih sredstev. Zaradi mehanskega prenosa 
viroidov je potrebno razkuževanje vsega, kar pride v stik z rastlino, od rok, obutve, orodja 
do strojev. Uporaba 70 %‒95 % alkohola in ognja ni učinkovita, zato se za razkuževanje 
uporablja predvsem belilo oziroma druga kemična razkužila, kot so na primer Virocid, 
Virkon S in Menno Florades (Ling, 2017). Učinkovitost razkužil je odvisna od  
koncentracije, načina in časa razkuževanja. Poleg razkuževanja in preprečevanja širjenja 
viroidnih obolenj je pomembno tudi pravilno ravnanje ob odkritju okuženih rastlin (Radišek 
in sod., 2017). 
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Preprečevanje viroidnih obolenj je usmerjeno tudi k vzgoji odpornih sort in uporabi 
transgenih metod, ki rastlinam omogočajo rezistenco na viroide. V preteklosti se je v ta 
namen uporabljala metoda sočasnih okužb z blagim in agresivnejšimi različicami viroidov 
(ang. Cross-protection), ki je privedla do zmanjšanja bolezenskih znamenj (Randles, 2003). 
Z razvojem transgenih metod se je v številnih primerih razvila rezistenca na viroide, ki 
temelji predvsem na razgradnji viroidnih RNA v citoplazmi z vnosom protismere RNA, 
ribocimov ali encimov z nukleazno aktivnostjo (Hammond in Kovalskaya, 2017). Velik 
potencial za razvoj rezistence na viroide predstavlja uporaba CRISPR/Cas sistema (imunski 
sistem bakterij in arhej), ki zaradi svojega z RNA-vodenega nukleaznega delovanja omogoča 
zelo širok nabor modifikacij genoma (Hadidi, 2019; Hadidi in sod., 2016). 
2.3 VIROIDI PRI HMELJU 
Hmelj je gostitelj 4 viroidov, ki so lahko zelo agresivni in lahko vodijo tudi do odmrtja 
rastline. Viroidi, ki lahko okužijo hmelj, so hmeljev latentni viroid (HLVd), viroid 
zakrnelosti hmelja (HSVd), viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) in viroid 
grbavosti jabolk (AFCVd) (Jakše in sod., 2015; Puchta in sod., 1988; Sano in sod., 2004; 
Sasaki in Shikata, 1977) (pregl. 2). Hmeljev latentni viroid je vsesplošno razširjen v vseh 
svetovnih pridelovalnih območjih hmelja in na večini sort ne povzroča vidnih bolezenskih 
znakov, vendar negativno vpliva na količino in kakovost pridelka (Adams in sod., 1991; 
Barbara in sod., 1990; Pethybridge in sod., 2008). HLVd lahko poleg hmelja okuži veliko 
koprivo (Urtica dioica L.) (Knabel in sod., 1999) in navadno konopljo (Cannabis sativa L.) 
(Bektas in sod., 2019; Warren in sod., 2019) in ima precej ohranjeno zaporedje z majhnim 
številom različnih variant (Eastwell in Nelson, 2007; Knabel in sod., 1999; Pethybridge in 
sod., 2008; Puchta in sod., 1988).  
HSVd povzroča viroidno zakrnelost hmelja, ki so jo prvič odkrili leta 1940 na Japonskem, 
od koder se je z okuženim sadilnim materialom leta 1988 razširila v Južno Korejo (Lee in 
sod., 1988; Sano, 2003), leta 2004 v ZDA (Eastwell in Nelson, 2007), leta 2007 na Kitajsko 
(Guo in sod., 2008) in istega leta tudi v Slovenijo (Radišek in sod., 2012). Vidni bolezenski 
znaki pri viroidni zakrnelosti hmelja se pojavijo od 3 do 5 let po okužbi in se kažejo v 
zakrnelosti rastline zaradi krajših internodijev, zvijanju in rumenenju listov, zmanjšani 
velikosti storžkov in številu lupulinskih žlez, od 50 do 70 % zmanjšanju vsebnosti α- in β-
kislin ter povečanju razmerja med β- in α-kislinami iz 1:20 na več kot 1:44 (Eastwell in 
Nelson, 2007; Kawaguchi-Ito in sod., 2009; Sano, 2013; Sasaki in Shikata, 1980; Yamamoto 
in sod., 1973). Obolele rastline dosežejo do 80 % višine glede na zdrave, za do 50 % se 
zmanjša število storžkov, ki dosežejo do 67 % teže zdravih (Kawaguchi-Ito in sod., 2009; 
Yamamoto in sod., 1970). Na splošno so rastline bolj zakrnele v toplejših vremenskih 
pogojih (Sano, 2003). HSVd ima zelo variabilno zaporedje z več kot 600 različicami in širok 
spekter gostiteljev, med katerimi so vinska trta, agrumi, sadne sorte in številni drugi (pregl. 
2). HSVd naj bi se v hmelj prenesel iz vinske trte, ki je rasla ob hmeljišču (Kawaguchi-Ito 
in sod., 2009). Podobna bolezenska znamenja, kot so zmanjšanje višine rastlin na 80 % glede 
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na zdrave, zbitost trte, hudo zvijanje listov in zmanjšanje vsebnosti α-kislin za 50 %, na 
hmelju povzroča tudi AFCVd, ki so ga leta 2004 v hmelju prvič zaznali na Japonskem. 
Okužba hmelja z AFCVd je omejena na Japonsko, kjer se je iz jablane prenesel na hmelj 
(Sano in sod., 2004). Njegovi gostitelji so sadna drevesa, zaporedje AFCVd nima veliko 
različnih variant (Di Serio in sod., 2017b; Lin in sod., 2011).  
CBCVd je med viroidi, ki lahko okužijo hmelj, najbolj agresiven, prva bolezenska znamenja 
so vidna že 4 mesece po okužbi, rastline pa v obdobju od 3 do 5 let po okužbi tudi odmrejo 
(Jakše in sod., 2015; Mishra in sod., 2016) (pregl. 2, priloga A). Odkritje CBCVd v Sloveniji 
predstavlja zadnjo najdbo novega viroida v hmelju kot tudi novega gostitelja za CBCVd 
(Jakše in sod., 2015). 
2.4 VIROID RAZPOKANOSTI SKORJE AGRUMOV (CBCVd) 
CBCVd (predhodno znan kot »Citrus viroid IV«, CVd-IV) je eden izmed osmih viroidov 
(CEVd, CBLVd, HSVd, CDVd, CBCVd, CVd-V, CVd-VI, CVd-VII), ki lahko okužijo 
agrume (Wang in sod., 2018). Pri proučevanju bolezni eksokortis agrumov so ga leta 1988 
odkrili v Kaliforniji (Duran-Vila in sod., 1988a), kasneje pa so ga kot enega izmed 
povzročiteljev pritlikavosti agrumov našli tudi v Izraelu (Hadas in sod., 1989) in Turčiji 
(Onelge in sod., 2000). Po objavi nukleotidnega zaporedja leta 1991 v pritlikavih grenivkah 
v Izraelu (Puchta in sod., 1991) je bil potrjen kot patogen velikega števila agrumov in 
njihovih hibridov. Nedavno je bil odkrit kot eden izmed patogenov, ki lahko okužijo pistacijo 
(Pistacia vera L.) (Al Rwahnih in sod., 2018), kar pomeni, da je po svetu najverjetneje 
razširjen bolj kot nam je znano. 
CBCVd se pogosto pojavlja v obliki mešanih okužb z drugimi viroidi in je razširjen 
predvsem v državah, kjer pridelujejo agrume (Semancik in Vidalakis, 2005). Ker na večini 
sort ne povzroča vidnih simptomov, spada med manj proučene viroide (Vernière in sod., 
2006). Na občutljivih sortah, kot je trilistni citronovec (Poncirus trifoliata) in njegovih 
hibridih, povzroča hudo razpokanost skorje, zato so ga leta 2005 iz CVd-IV preimenovali v 
CBCVd (Verniere in sod., 2004). Pri intenzivni pridelavi se uporablja za umetno okuževanje 
agrumov, kar omogoča pritlikavo rast dreves in olajša obiranje plodov (Bar-Joseph, 1993). 
Z odkritjem okužbe v hmelju je njegova prisotnost v okolju dobila velik pomen, njegovo 
nenadzorovano širjenje v latentnih gostiteljih je namreč na občutljivem gostitelju povzročilo 
pravo epidemijo. 
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Preglednica 2: Lastnosti viroidov, ki lahko okužijo hmelj. 
Table 2: Characteristics of hop viroids. 
 HLVd CBCVd HSVd AFCVd Vir 
Angleško 
ime 
Hop latent viroid Citrus bark cracking viroid Hop stunt viroid Apple fruit crinke 
viroid 
Di Serio in sod., 2017a 
Družina Pospiviroidae Pospiviroidae Pospiviroidae Pospiviroidae 
Rod Cocadviroid Cocadviroid Hostuviroid Apscaviroid 
Razširjenost 
(v hmelju) 
vsesplošno razširjen Slovenija, Nemčija Japonska, Južna Koreja, ZDA, Kitajska, 
Slovenija 
Japonska Eastwell in Nelson, 
2007; EPPO, 2019a; 
Jakše in sod., 2015; 
Matoušek in sod., 2017; 
Mishra in sod., 2016; 
Pethybridge in sod., 
2008; Sano, 2013; Sano 
in sod., 2004 
Bolezenska 
znamenja 
negativen vpliv na 
velikost storžkov, 
kakovost eteričnih 
olj in vsebnost α-
kislin 
prva bolezenska znamenja 4 mesece po 
okužbi, zakrnelost rastlin, krajšanje in 
zbitost vmesnih členov trt in stranskih 
poganjkov, pokanje trt, zmanjšanje, 
zvijanje in barvanje listov, nepravilno 
razviti storžki in listi, trohnenje 
koreninskega sistema, 3 – 5 let po 
okužbi odmrtje rastline 
prva bolezenska znamenja 3–5 let po okužbi, 
zakrnelost rastlin, zvijanje in rumenenje listov, 
manjši in lažji storžki, do 70 % padec α-kislin 
pritlikavost rastlin, 
močno zvijanje listov, 
padec α-kislin, 
bolezenska znamenja 
podobna okužbi s 
HSVd 
Način 
širjenja 
vegetativno 
razmnoževanje, 
mehanski prenos 
vegetativno razmnoževanje, mehanski 
prenos 
vegetativno razmnoževanje, preko semen, 
mehanski prenos 
vegetativno 
razmnoževanje, 
mehanski prenos 
Drugi 
gostitelji 
velika kopriva 
(Urtica dioica), 
navadna konoplja 
(Cannabis sativa) 
Citrus spp., navadna kumara (Cucumis 
sativus), paradižnik (Solanum 
lycopersicum), jajčevec (Solanum 
melongena L.), krizantema 
(Chrysanthemum morifolium.), grmičasta 
ginura (Gynura aurantiaca), zimska melona 
(Benincasa hispida), Pleiospermium sp., 
navadni kristavec (Datura stramonium), 
kumkvat (Fortunella margarita), pistacija 
(Pistacia vera) 
Citrus spp., Prunus spp., navadna kumara (Cucumis 
sativas), paradižnik (Solanum lycopersicum), vinska 
trta (Vitis vinifera), jablana (Malus domestica), 
hruška (Pyrus communis), breskev (P. persica), 
marelica (P. armeniaca), sliva (P. domestica), češnja 
(P. avium), figa (Ficus carica), kitajska vrtnica 
(Hibiscus rosa-sinensis), granatno jabolko (Punica 
granatum), mandeljevec (Prunus dulcis), pistacija 
(Pistacia vera), bela murva (Morus alba), navadni 
čičimak (Ziziphus jujuba) 
Prunus spp., jablana 
(Malus domestica), 
hruška (Pyrus 
communis), kaki 
(Diospyros kaki 
Thunb.) 
Al Rwahnih in sod., 
2018; Hataya in sod., 
2017; Knabel in sod., 
1999; Lavagi in sod., 
2017; Lin in sod., 2011; 
Sano in sod., 2004, 
Bektas in sod., 2019; 
Warren in sod., 2019 
Izvor hmelj agrumi vinska trta Jablana Duran-Vila in sod., 
1988a; Puchta in sod., 
1988; Sano, 2013; Sano 
in sod., 2008 
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2.4.1 Taksonomija 
Viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) taksonomsko uvrščamo v družino Pospiviroidae 
in rod Cocadviroid (Lavagi in sod., 2017). Je himerni rekombinant viroidov CEVd in HSVd, 
kar lahko razloži njegovo prisotnost v agrumih in hmelju (Lavagi in sod., 2017). Zaradi 
podobnosti v strukturi in zaporedju z viroidom CEVd, je bila predlagana njegova umestitev v 
rod Pospiviroid (Semancik in Vidalakis, 2005; Vernière in sod., 2006), a je odkritje CBCVd v 
hmelju potrdilo ustreznost umestitve v rod Cocadviroid poleg viroida HLVd (Jakše in sod., 
2015; Lavagi in sod., 2017).  
2.4.2 Struktura 
Viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) predstavlja krožna RNA-molekula, velikosti od 
276-287 nt (NCBI, GenBank). CBCVd zaporedje, ki ga najdemo v hmelju, je dolgo 284 nt 
(KM211546) (sl. 3), ima značilno paličasto strukturo, vsebuje CCR 
(59GAGGGAUCCCCGGGGAAA76 in 210ACUACCCGGUGGAUACAACUC230) in TCH-
območje (280CCCCUCUGGGGAA8). Nahaja se v jedru, kjer se razmnožuje po asimetrični poti 
(Wang in sod., 2018). Zaporedja CBCVd so zelo ohranjena, do večjih razlik prihaja med 
različnimi geografskimi regijami (Wang in sod., 2018). Nedavno analizirane različice CBCVd 
iz agrumov iz Pakistana (MG457780, MG457778) (Wang in sod., 2018) in pistacije iz 
Kalifornije (MF198463) (Al Rwahnih in sod., 2018) so nenavadno najbolj sorodni s CBCVd iz 
hmelja (KM211546).  
 
Slika 3: Nukleotidno zaporedje viroida CBCVd iz hmelja (NCBI, GenBank: KM211546). 
Figure 3: Nucleotide sequence of CBCVd viroid from hop (NCBI, GenBank: KM211546). 
2.4.3 Gostiteljske rastline 
CBCVd v naravi poleg na hmelju najdemo na rastlinah iz rodu Citrus in na trilistnem citronovcu 
(Poncirus trifoliata (L.) Raf.), ki se uporablja kot podlaga, na katero se cepijo agrumi. Kot 
zadnji znan gostitelj viroida CBCVd je bila potrjena pistacija (Pistacia vera.), kjer so CBCVd 
potrdili pri 25 % testiranih različnih vrstah pistacije (Al Rwahnih in sod., 2018). Med gostitelje 
CBCVd uvrščamo 30 vrst agrumov, 12 vrst sorodnikov agrumov in številne hibride agrumov 
(Lavagi in sod., 2017). CBCVd lahko med drugimi okuži pomaranče (Citrus x sinensis (L.) 
Osbeck (pro. sp.); Severinia buxifolia), limone (Citrus x limon (L.) Burm. f. (pro. sp.)), 
mandarine (Citrus reticulata), grenivke (Citrus x paradisi Macfad. (pro. sp.)), limete 
(Microcitrus warburgiana; M. australis x M. australasica) in kumkvate (Fortunella margarita 
(Lour.) Swingle). Z umetnimi okužbami so odkrili tudi druge gostitelje, kot so navadna kumara 
(Cucumis sativus L.), paradižnik (Solanum lycopersicum L.; L. esculentum, L. peruvianum), 
jajčevec (Solanum melongena L.), krizantema (Chrysanthemum morifolium L.), grmičasta 
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ginura (Gynura aurantiaca (Blume) DC.), zimska melona (Benincasa hispida (Thunb.) Cogn.), 
rastline iz rodu Pleiospermium sp. in plevel navadni kristavec (Datura stramonium L.) (Duran-
Vila in Semancik, 2003; Semancik in Vidalakis, 2005). 
2.4.4 Bolezenska znamenja  
Na dovzetnih sortah agrumov (»Etrog« limona Arizona 861-S-1, »Carrizo citrange«) in 
trilistnem citronovcu (Poncirus trifoliata) CBCVd povzroča zmerno zakrnelost, zvijanje listov, 
nekrozo žil in peclja, pokanje skorje z značilnimi zelenimi progami in pritlikavost, medtem ko 
večje gospodarske škode zaradi njegove prisotnosti v pridelavi agrumov ni zaznati (Lavagi in 
sod., 2017). CBCVd je bil v pistaciji potrjen nedavno, vendar v kombinaciji z drugimi virusi in 
viroidi, zato bolezenska znamenja, kot je pokanje skorje in pritlikavost, niso nujno posledica 
okužbe s CBCVd (Al Rwahnih in sod., 2018). Za razliko od agrumov in pistacije, na hmelju 
CBCVd povzroča nevarno bolezen, imenovano huda viroidna zakrnelost hmelja. Bolezenska 
znamenja okužbe s CBCVd se pokažejo že 4 mesece po okužbi in obsegajo zakrnelost rastlin, 
krajšanje in zbitost vmesnih členov trt in stranskih poganjkov, predčasno cvetenje, pokanje trt, 
zmanjšanje, zvijanje in barvanje listov, storžki in listi se ne razvijejo pravilno, koreninski sistem 
trohni, 3‒5 let po okužbi rastlina odmre (priloga A). Razvoj bolezenskih znamenj je odvisen od 
sorte hmelja, razvojne faze rastline, vpliva okolja in kombinacije več sočasno prisotnih 
viroidov. V primeru hude viroidne zakrnelosti je v rastlinah poleg CBCVd vedno prisoten 
HLVd, v redkih primerih pa tudi HSVd (Jakše in sod., 2015; Mishra in sod., 2016). 
Podobna bolezenska znamenja kot CBCVd lahko na hmelju povzroči tudi HSVd, vendar v tem 
primeru bolezen ni tako agresivna in hitra, saj se prvi bolezenski znaki pojavijo šele 3-5 let po 
okužbi, rastline pa preživijo tudi 10 let ali več (Sano, 2003, 2013).  
Rastline hmelja lahko podobna bolezenska znamenja kot ob okužbi s CBCVd kažejo tudi zaradi 
fizioloških obolenj, kot je pomanjkanje bora in cinka, okoljskih dejavnikov, kot je toča, 
fitotoksičnosti fitofarmacevtskih sredstev, okužbe z virusom repnjakovega mozaika (ArMV) 
ali zaradi pozne sistemske okužbe s hmeljevo peronosporo (Radišek in sod., 2017). 
2.4.5 Geografska razširjenost  
CBCVd je slabo proučen viroid in se glede na rezultate dosedanjega določanja razširjenosti 
viroidov na agrumih večinoma pojavlja v kombinaciji z ostalimi viroidi in izredno redko v 
obliki samostojnih okužb. Med viroidi, ki lahko okužijo agrume, je najmanj razširjen (Duran-
Vila in Semancik, 2003; Lavagi in sod., 2017; Verniere in sod., 2004). V primeru pistacije je 
bila razširjenost analizirana samo v Kaliforniji. Zaradi visokega odstotka okužb lahko 
sklepamo, da je razširjen tudi drugje po svetu (Al Rwahnih in sod., 2018). Prisotnost CBCVd 
na hmelju je potrjena na območju Slovenije (Jakše in sod., 2015) in z letom 2019 v Nemčiji 
(EPPO, 2019), medtem ko je na agrumih razširjen skoraj po celem svetu (pregl. 3, sl. 4).  
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Preglednica 3: Geografska razširjenost viroida CBCVd. 
Table 3: Geographic distribution of CBCVd. 
Celina Država  Gostiteljska  rastlina  Vir 
Afrika Republika Južna Afrika Citrus spp. (Cook in sod., 2012) 
Tunizija Citrus spp. (Najar in Duran-Vila, 2004) 
Sudan Citrus spp. (Mohamed in sod., 2009) 
Egipt Citrus spp. (Al-Harthi in sod., 2013) 
Severna in 
Srednja 
Amerika 
ZDA, Kalifornija Citrus spp. (Duran-Vila in sod., 1988b) 
 Pistacia spp. (Al Rwahnih in sod., 2018) 
ZDA, Florida Citrus spp. (Garnsey in sod., 2002) 
ZDA, Teksas Citrus spp. (Kunta in sod., 2007) 
Kuba Citrus spp. (Velázquez in sod., 2002) 
Jamajka Citrus spp. (Fisher in sod., 2010) 
Azija in 
Bližnji 
vzhod 
Izrael Citrus spp. (Puchta in sod., 1991) 
Kitajska Citrus spp. (Cao in sod., 2010) 
Japonska Citrus spp. (Ito in sod., 2002b) 
Turčija Citrus spp. (Onelge in sod., 2000) 
Jordanija Citrus spp. (Al-Harthi in sod., 2013) 
Libanon Citrus spp. (Al-Harthi in sod., 2013) 
Oman Citrus spp. (Al-Harthi in sod., 2013) 
Sirija Citrus spp. (Al-Harthi in sod., 2013) 
Iran Citrus spp. (Hashemian in sod., 2013) 
Pakistan Citrus spp. (Wang in sod., 2018) 
Avstralija Avstralija Citrus spp. (Lavagi in sod., 2017) 
Evropa Italija Citrus spp. (Malfitano in sod., 2005) 
Španija Citrus spp. (Duran-Vila in sod., 1988b) 
Grčija Citrus spp. (Wang in sod., 2013a) 
Slovenija Humulus lupulus  (Jakše in sod., 2015) 
 Nemčija Humulus lupulus (EPPO, 2019) 
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Slika 4: Geografska razširjenost viroida CBCVd (obarvano z oranžno barvo) (prirejeno po EPPO, 2019a). 
Figure 4: Geographic distribution of CBCVd (marked with an orange colour) (adjusted to EPPO, 2019a). 
2.4.6 Načini širjenja in preprečevanje 
Ker gre v primeru CBCVd na hmelju za zelo nevarno in neozdravljivo bolezen s hitro dinamiko 
širjenja, so za preprečevanje vnosa in širjenja v Sloveniji določeni uradni ukrepi. Z Odločbo o 
nujnih ukrepih za preprečevanje vnosa in širjenja viroidnih zakrnelosti hmelja (Uradni list RS, 
št. 62/07) je določen posebni nadzor, določitev okuženih območij, fitosanitarni ukrepi, 
prepovedi in omejitve ter dolžnosti imetnikov hmeljišč. Hkrati je CBCVd v Evropi prepoznan 
kot škodljiv organizem, ki lahko močno prizadene celotno evropsko hmeljarstvo in je kot tak 
uvrščen na opozorilno listo Evropske organizacije za varstvo rastlin (EPPO, 2019b). Za 
omejitev širjenja viroida CBCVd je ključno redno razkuževanje rokavic, obutve, orodja in 
strojev z 2 % raztopino Virocida. Ob odkritju okuženih rastlin je pomembna takojšnja 
odstranitev in uničenje tako okuženih kot sosednjih rastlin in izvajanje 2-letne premene. Kot 
podpora rednemu nadzoru je pomembna uporaba hitre in zanesljive diagnostike, sajenje 
zdravega in certificiranega sadilnega materiala ter uporaba odpornih sort (Radišek in sod., 
2017). 
2.4.7 Pojav in stanje okuženosti hmeljišč v Sloveniji 
Prve obolele rastline so bile v Sloveniji odkrite leta 2007 v hmeljišču na območju Šempetra v 
Savinjski dolini. Bolezen se je v naslednjih letih z mehanskim prenosom, hmeljevino in s 
sadilnim materialom razširila na območje Žalca, Slovenj Gradca, Podgorja in Polskave pri 
Slovenski Bistrici. Največji del širjenja CBCVd predstavlja mehanski prenos s sokom in ostanki 
okuženih rastlin hmelja (Jakše in sod., 2015), kar pri pogosti mehanski obdelavi v hmeljiščih 
povzroča hiter prenos bolezni. V Sloveniji je bila v obdobju 2011–2019 bolezen potrjena na 36 
kmetijah, pri čemer se večina okuženih nasadov nahaja v bližini primarnega žarišča v Šempetru 
v Savinjski dolini. V letu 2018 je bilo okuženih 23 kmetij z okuženimi 145,5 ha, od tega je bilo 
izkrčeno 90 ha hmelja, vendar se je kljub temu leta 2019 bolezen pojavila na skupno 29 
kmetijah, od tega je bilo 8 prvič okuženih (pregl. 4). Kljub izvajanju eradikativnih ukrepov je 
bilo v letu 2019 s hudo viroidno zakrnelostjo okuženih 109 nasadov skupne velikosti 238 ha od 
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1.662 ha vseh hmeljišč, kar predstavlja 14,32 % slovenske pridelave hmelja (pregl. 4). Od tega 
je bila v letu 2019 v 84 nasadih v obsegu 183 ha okužba prvič prisotna. Skupna velikost 
okuženih kmetij je obsegala 370 ha, od katerih je bilo 145 ha izkrčenih. V obdobju med letoma 
2011 in 2019 je bilo izkrčenih 330 ha okuženih nasadov. Med najbolj pogosto okuženimi 
sortami hmelja sta Celiea in Aurora, poleg sort Bobek, Savinjski golding in Styrian gold (Načrt 
…, 2019). CBCVd se je v zadnjih 4 letih razširil na več kot 210 ha in 11 novih kmetij. Ob tako 
hitrem napredovanju bolezni in neustreznem izvajanju ukrepov so lahko v naslednjih 10 letih s 
CBCVd okužena vsa slovenska hmeljišča.  
Preglednica 4: Pregled okuženosti hmeljišč s hudo viroidno zakrnelostjo hmelja v obdobju od 2011 do 2019 v 
Sloveniji (Načrt …, 2019). 
Table 4: Overview of hop fields infected with severe hop stund disease in the period from 2011 to 2019 in Slovenia 
(Načrt …, 2019). 
Leto 
pregleda 
Površina in 
število 
okuženih 
hmeljišč 
(ha/št) 
Površina 
vseh 
hmeljišč 
(ha) 
Površina in 
število na novo 
okuženih 
hmeljišč 
(ha/št) 
Skupno 
število 
okuženih 
rastlin 
hmelja* 
Izkrčene 
površine 
(ha) 
Število 
kmetij z 
okuženimi 
hmeljišči 
Število vseh 
hmeljarskih 
kmetij 
2011 44,9 / 14 1376 11,2 / 4 3210 10,8 10 129 
2012 28,9 / 15 1160 8,2 / 5 868 8,3 12 115 
2013 44,8 / 18 1165 23,8 / 5 1201 4,4 13 115 
2014 64,6 / 30 1396 25 / 16 1918 2,0 12 120 
2015 61,6 / 37 1403 7,9 / 7 2629 14,5 13 120 
2016 92,3 / 42 1484 36,2 /16 1856 19,7 19 120 
2017 101,9 / 51 1590 38,0 / 18 2015 3,9 20 121 
2018 145,5 / 56 1667 38,3 / 22 12244 11,3 23 121 
2019 238,5/ 109 1662 183/ 84 10793 90,7 29 124 
*na hmeljišču velikosti 1ha se v povprečju goji 3000 rastlin (vizualna določitev in delno RT-PCR) 
2.5 METODE ZA DOLOČANJE VIROIDOV 
Za določanje viroidov so bile razvite številne metode, katerih uporabnost je odvisna od 
zanesljivosti, občutljivosti, ponovljivosti, hitrosti, zahtevnosti in cene (Narayanasamy, 2011). 
Optimizacija metod za določanje viroidov je zelo zahtevna, vsaka kombinacija viroid-gostitelj 
je namreč specifična, prav tako viroidi po rastlini niso homogeno razporejeni, zato je zelo 
pomembno že samo vzorčenje. Njihova koncentracija se hitro spreminja in je zelo odvisna od 
vplivov okolja (Malfitano in sod., 2005; Mumford in sod., 2000). V preteklosti so se za 
določanje viroidov uporabljali biološki testi (ang. Bioassay), ki so jih kasneje zamenjale metode 
na osnovi nukleinskih kislin, kot so poliakrilamidna gelska elektroforeza (PAGE), hibridizacija, 
obratno prepisovanje in verižna reakcija s polimerazo v enem koraku (RT-PCR), RT-PCR v 
realnem času (RT-qPCR), metoda izotermalnega pomnoževanja, posredovanega z zanko (ang. 
Loop-mediated isothermal amplification, LAMP), izotermalno pomnoževanje nukleinskih 
kislin s himernimi začetnimi oligonukleotidi (ang. Isothermal and chimeric primer-initiated 
amplification of nucleic acids, ICAN), mikro- in makromreže, določanje nukleotidnega 
zaporedja naslednje generacije (ang. Next generation sequencing, NGS) in druge (Guček in 
sod., 2017b).  
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2.5.1 Biološki testi 
Biološki testi oziroma umetne okužbe rastlin z viroidi se uporabljajo za identifikacijo bolezni 
in njihovih povzročiteljev v gostiteljih z vidnimi bolezenskimi znamenji. Osnova te metode je 
uporaba testnih rastlin, ki omogočajo vizualizacijo biološke aktivnosti, potrditev infektivnosti 
in analizo agresivnosti viroidov (Singh in Ready, 2003). Metoda se lahko uporablja za analizo 
odpornosti, določanje gostiteljskih rastlin, epidemiološke študije in analizo interakcij med 
rastlino in patogenom. Omogoča tudi študije vpliva posameznih viroidov, kjer z uporabo 
specifičnih gostiteljskih rastlin, ki jih lahko okuži samo posamezen viroid, dobimo inokulum 
za nadaljnje umetno okuževanje. Omenjeni postopki lahko vzamejo veliko časa in vključujejo 
večje število gostiteljskih rastlin (Singh in Ready, 2003). Za okuževanje rastlin s posameznimi 
viroidi se zato pogosteje uporabljajo cDNA konstrukti monomernih in dimernih zaporedij 
viroidov. Glede na dosedanje raziskave (Adkar-Purushothama in sod., 2015; Cress in sod., 
1983; Marquez-Molins in sod., 2019) je bilo ugotovljeno, da so dimeri viroidov bolj infektivni.  
Testne rastline se največkrat okuži mehansko, ker se tudi v naravi viroidi najpogosteje širijo 
preko mehanskega kontakta. Za mehanski prenos viroidov v rastline se najpogosteje uporablja 
inokulum na osnovi rastlinskega soka, celokupnih nukleinskih kislin, očiščene RNA, prepisov 
viroidne cDNA ali RNA, ki so še posebej infektivni v dimerni oziroma oligomerni obliki 
(Adkar-Purushothama in sod., 2015; Cress in sod., 1983; Verhoeven, 2010; Verhoeven in sod., 
2010; Vernière in sod., 2006). Metode za vnos viroida v rastlino so lahko različne, od cepljenja, 
rezanja, injiciranja, razmaza inokuluma na liste predhodno posute s karborundum (silicijev 
karbid, SiC), agroinokulacije do biolistike (Barbosa in sod., 2005; Matoušek in sod., 2004; 
Pallas in sod., 2012; Verhoeven in sod., 2010).  
Na potek okužbe vplivajo številni faktorji, kot so stabilnost, koncentracija in različica viroida, 
občutljivost testne rastline (sorta, starost rastline), metoda vnosa, sočasne okužbe z več viroidi 
in virusi, okolje (temperatura, svetilnost, dolžina dneva, količina hranil v zemlji) in čas, da pride 
do razvoja bolezenskih znamenj. Viroidi imajo raje visoke temperature in veliko svetlobe, do 
okužbe pa pogosteje pride ob uporabi rezanja in injiciranja kot samo razmaza (Nie in Singh, 
2017; Singh in Ready, 2003). Zaradi velike variabilnosti viroidov in pogostih sočasnih okužb z 
več viroidi lahko pride do sprememb v izražanju bolezenskih znamenj (Kovalskaya in 
Hammond, 2014; Reanwarakorn in Semancik, 1999). Po drugi strani lahko različni viroidi na 
istem gostitelju izražajo enaka bolezenska znamenja (Malfitano in sod., 2005). Uporaba 
bioloških testov je zato zelo zahtevna in lahko zaradi čakanja na pojav bolezenskih znamenj 
traja veliko časa (Singh in Ready, 2003).  
2.5.2 Metode na osnovi nukleinskih kislin 
2.5.2.1 PAGE 
Z razvojem molekularne biologije so se pojavile tudi bolj natančne, zanesljive in hitre metode, 
kot je PAGE (Singh in Clark, 1971), ki temelji na ločevanju nukleinskih kislin po velikosti 
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glede na njihovo mobilnost v električnem polju. Za določanje viroidov so bile razvite številne 
modifikacije (Rivera-Bustamante in sod., 1986; Schumacher in sod., 1986; Schumacher in sod., 
1983), zaradi katerih je metoda zelo pogosto uporabljena, še posebej v kombinaciji z drugimi 
metodami (Guček in sod., 2017b). 
2.5.2.2 Metode hibridizacije 
Za določanje viroidov se pogosto uporablja tudi različne metode hibridizacije, ki se razlikujejo 
glede na način nanosa tarčne molekule, sondo, označevanje in način določanja. Najpogosteje 
uporabljen je način točkovnega odtisa (ang. Dot blot) (Mühlbach in sod., 2003; Sano in sod., 
2004).  
2.5.2.3 Obratno prepisovanje in PCR (RT-PCR) 
Uporaba RT-PCR omogoča specifično pomnoževanje odseka RNA, omejenega z začetnimi 
oligonukleotidi. Ker so viroidi RNA molekule, morajo biti pred pomnoževanjem prepisani v 
cDNA, kar lahko poteče v ločeni reakciji obratnega prepisovanja (RT), ki ji nato sledi PCR ali 
pa sočasno (RT-PCR). Zaradi zmanjšane možnosti kontaminacije pri izvedbi reakcije v enem 
koraku in eni epici je RT-PCR pogosto uporabljena metoda za določanje viroidov (Mumford in 
sod., 2000; Ragozzino in sod., 2004). Po pomnoževanju je potrebno produkte PCR analizirati 
z gelsko elektroforezo, kar zahteva veliko časa in poveča možnost okužbe.  
Sočasne okužbe rastlin z več viroidi so vedno bolj pogoste. Ker bolezenska znamenja niso 
zanesljiv način določitve prisotnih patogenov, je bilo razvitih veliko metod za sočasno 
določanje viroidov z RT-PCR (ang. Multiplex RT-PCR, mRT-PCR) (Alvarez-Díaz in sod., 
2019; Hataya, 2009; Ito in sod., 2002a; Lin in sod., 2012; Lu in sod., 2012; Nie in Singh, 2000; 
Ragozzino in sod., 2004) in njihovih modifikacij, kot so fluorescenčni mRT-PCR (Di Serio in 
sod., 2002) in mRT-PCR-ELISA (encimskoimunski test; ang. Enzyme linked immunosorbent 
assay, ELISA) (Shamloul in sod., 2002). Leta 2012 so Lu in sod. (2012) razvili mRT-PCR za 
določanje HLVd, HSVd in AFCVd v hmelju. 
2.5.2.4 RT-PCR v realnem času (RT-qPCR) 
Zelo občutljiva metoda za določanje viroidov in njihovo kvantifikacijo je PCR oziroma RT-
PCR v realnem času (qPCR, RT-qPCR). Pomnoževanje produkta vodi do povečanja 
fluorescence, ki jo spremljamo med samim potekom reakcije, zato končna analiza na gelu ni 
potrebna. Zaznavanje pomnoženih PCR-produktov je mogoče z uporabo nespecifičnih ali 
specifičnih metod. Nespecifično zaznavo omogočajo interkalirajoča barvila (kot je SYBR 
Green I), ki se neodvisno od nukleotidnega zaporedja produkta vežejo na dvoverižno DNA 
(dsDNA), pri čemer se močno poveča njihova fluorescenca (Valasek in Repa, 2005). Pri 
specifični zaznavi produktov se v primeru TaqMan kemije med začetna oligonukleotida na 
tarčno zaporedje komplementarno veže tudi sonda, ki je na 5' in 3' koncih označena s 
fluorescentnima barviloma. Na enem koncu ima sonda poročevalec (ang. Reporter), na drugem 
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pa dušilec (ang. Quencher). Ob podaljševanju verige DNA-polimeraza razgradi sondo, zato se 
dušilec oddalji od poročevalca in poročevalski signal lahko izmerimo (Valasek in Repa, 2005). 
Kot dušilci se uporabljajo fluorescentna barvila, kot so TAMRA, DABCYL, BHQ, IBFQ in 
ZEN-IBFQ, kot poročevalci pa FAM, HEX, VIC, Texas Red, Cy 5 in številni drugi. Na 
podoben način specifično zaznavo omogočajo tudi LNA-sonde (ang. Locked nucleic acids), 
molekularna svetila (ang. Molecular beacons), škorpijonski začetni oligonukleotidi (ang. 
Scorpion probes), hibridizacijske in svetleče sonde (Mirmajlessi in sod., 2015; Singh in sod., 
1998; Valasek in Repa, 2005). LNA-sonde omogočajo modifikacije posameznih nukleotidov, 
pri čemer se poveča Tm sonde, brez dodatnih nukleotidov. Višja je toplotna stabilnost in 
specifičnost hibridizacije, zato je izvajanje sočasnega pomnoževanja olajšano (Latorra in sod., 
2003). 
Za analizo podatkov je pomembna vrednost Cq (pražni cikel, ang. Treshold cycle), ki je obratno 
sorazmerna začetni količini DNA in predstavlja cikel, pri katerem fluorescenca preseže prag 
(količina signala, ki kaže na statistično značilno povečanje glede na signal bazne linije). Za 
pravilno analizo podatkov je zelo pomembna mejna vrednost (ang. Cut off), ki jo je treba 
eksperimentalno določiti in predstavlja mejo med pozitivnimi in negativnimi vzorci (Caraquel 
in sod., 2011; Chandelier in sod., 2010). 
Z uporabo absolutne in relativne kvantifikacije je mogoče določiti tudi koncentracijo tarčne 
DNA v vzorcu in analizirati izražanje genov. Z absolutno kvantifikacijo iz umeritvene krivulje 
izračunamo količino DNA v vzorcu, z relativno pa vzorce analiziramo glede na referenčne 
gene, ki morajo biti stabilni in predstavljajo endogeno kontrolo, katere namen je izenačitev 
vzorcev glede na začetno količino DNA v reakciji (Valasek in Repa, 2005).  
Za določanje viroidov so v večini v uporabi metode na osnovi TaqMan kemije (Boonham in 
sod., 2004; Botermans in sod., 2013; Luigi in Faggioli, 2011; Monger in sod., 2010; Mumford 
in sod., 2000) in zelo malo na osnovi SYBR Green barvila (Parisi in sod., 2011; Rizza in sod., 
2009). Metoda RT-qPCR je zelo hitra (brez gelov), občutljiva, z manj možnostmi za 
kontaminacijo, vendar zaradi dragih reagentov, opreme in omejenega števila vzorcev za viroide 
uporabljena manj pogosto kot hibridizacija in RT-PCR. Če kakovost izolirane RNA ni dovolj 
dobra, zelo hitro pride do inhibicije reakcije, kar predstavlja omejitev pri številu analiziranih 
vzorcev, dodaten strošek in čas (Boonham in sod., 2004; Mumford in sod., 2000).  
Uporaba sond in različnih fluoroforov omogoča z RT-qPCR sočasno določanje več viroidov 
(mRT-qPCR), ki so lahko enakih velikosti, kar omogoča analizo večjega števila vzorcev, 
manjšo porabo reagentov in krajši čas analize (Lin in sod., 2013; Mumford in sod., 2000; 
Papayiannis, 2014; Saponari in sod., 2013). Osman in sod. (2017) so razvili mRT-qPCR za 
določanje HSVd, CEVd in CBCVd v agrumih ter pred kratkim Seigner in sod. (2020) mRT-
qPCR za določanje CBCVd in nad5 v hmelju. Metoda mRT-qPCR je zaradi možnosti 
sočasnega določanja tako viroidov kot virusov, hitrosti in cene primerna za uporabo v 
karantenskih in certifikacijskih programih (Lin in sod., 2013; Saponari in sod., 2013). Njena 
slabost je zmanjšana občutljivost in specifičnost zaradi različnih začetnih oligonukleotidov in 
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sond, ki so sočasno v reakciji, zato je uporaba ustreznih kontrol vzorcev in reagentov kot tudi 
endogenih genov ključna (Mirmajlessi in sod., 2015). 
2.5.2.5 Novejše metode za določanje viroidov 
LAMP omogoča zelo hitro in specifično analizo vzorcev, ki je mogoča tudi na terenu. Z 
uporabo LAMP je prisotnost viroida PSTVd v vzorcu mogoče potrditi v manj kot 1 uri 
(Tsutsumi in sod., 2010), z dodatnimi modifikacijami pa že v manj kot 30 min (Lenarcic in 
sod., 2013). RT-LAMP (LAMP s predhodnim obratnim prepisovanjem) je bil zaradi svoje 
enostavnosti, robustnosti, zanesljivosti, hitrosti in cene razvit za številne viroide (Boubourakas 
in sod., 2009; Park in sod., 2013; Tangkanchanapas in sod., 2018; Thanarajoo in sod., 2014). 
Leta 2014 je Liu s sod. (2014) razvil tudi RT-LAMP za sočasno določanje (mRT-LAMP) 
virusov in viroidov.  
Leta 2013 so Zhang in sod. (2013) razvili univerzalno oligonukleotidno mikromrežo za 
določanje 37 viroidnih vrst. Ena izmed zelo uporabnih aplikacij mikromrež, ki omogoča 
sočasno določanje RNA in DNA-patogenov, je NAIMA (NASBA z uporabo mikromrež, ang. 
Isothermal nucleic-acid-sequence-based amplification (NASBA) implemented microarray 
analysis) (Dobnik in sod., 2014). NAIMA je bila razvita za določanje PSTVd in Ralstnia 
solanaceum, dveh pomembnih patogenov krompirja (Dobnik in sod., 2014). NASBA je bila za 
določanje HSVd, CEVd in CBCVd razvita leta 1998, vendar od takrat ni bila pogosto 
uporabljena (Nakahara in sod., 1998). 
NGS omogoča določanje neznanih povzročiteljev bolezni brez kakršnegakoli predhodnega 
znanja (Li in sod., 2012). Pri viroidih je bila največkrat uporabljena za analizo viroidov iz 
vinske trte (Al Rwahnih in sod., 2009; Giampetruzzi in sod., 2012; Poojari in sod., 2013) 
oziroma pri identifikaciji viroidov v novih gostiteljih, kot je ADFVd v figi (Ficus carica) 
(Chiumenti in sod., 2014), CBCVd v hmelju (Jakše in sod., 2015) in CBCVd v pistaciji 
(Pistacia vera) (Al Rwahnih in sod., 2018).  
2.6 METODE ZA DOLOČANJE VIROIDOV V HMELJU 
Za določanje viroidov v hmelju so najpogosteje v uporabi PAGE, hibridizacija točkovnega 
odtisa (dot-blot) in RT-PCR (Guček in sod., 2017b) (pregl. 5). Za rutinska testiranja v okviru 
karantenskih in certifikacijskih programov se uporablja RT-PCR, zaradi pogostih okužb hmelja 
z več viroidi pa se uporablja tudi mRT-PCR, ki lahko sočasno zazna dve (ang. Duplex RT-PCR, 
duRT-PCR) ali več tarč (mRT-PCR) (Eastwell in Nelson, 2007; Lu in sod., 2012). Za določanje 
viroidov v hmelju je bil razvit tudi qPCR na osnovi SYBR Green kemije (Matoušek in sod., 
2017). Uporaba NGS je v hmelju odkrila nov viroid CBCVd (Jakše in sod., 2015). Za HSVd 
pa je Zhang s sod. (2013) razvil univerzalno mikromrežo za sočasno določanje več viroidov. 
Metode, ki omogočajo določanje viroidov v hmelju, so glede na viroid povzete v preglednici 5. 
V okviru pričujoče doktorske disertacije so bile razvite metode za sočasno določanje viroidov 
z RT-PCR (mRT-PCR) in RT-qPCR (mRT-qPCR, dRT-qPCR za kvantifikacijo). 
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Preglednica 5: Metode za določanje viroidov v hmelju. 
Table 5: Detection methods for hop viroids. 
Viroid  Metoda  Vir  
AFCVd PAGE (Sano in sod., 2004) 
 dot-blot  
 RT-PCR (Eastwell in Nelson, 2007) 
 mRT-PCR (Guček in sod., 2019a; Lu in sod., 2012) 
 qPCR (Matoušek in sod., 2017) 
CBCVd RT-PCR (Jakše in sod., 2015) 
 mRT-PCR (Guček in sod., 2019a) 
 qPCR (Matoušek in sod., 2017) 
 mRT-qPCR (Seigner in sod., 2020) 
 NGS (Jakše in sod., 2015) 
HLVd PAGE (Sano in sod., 2004) 
 S-PAGE (Pallas in sod., 1987) 
 dot-blot (Jakše in Radišek, 2005; Matoušek in Patzak, 2000; Sano in sod., 2004) 
 RT-PCR 
(Jakše in Radišek, 2005; Matoušek in Patzak, 2000; Pokorn in sod., 
2012; Sano in sod., 2004) 
 mRT-PCR (Eastwell in Nelson, 2007; Guček in sod., 2019a; Lu in sod., 2012) 
 qPCR (Guček in sod., 2016; Matoušek in sod., 2017) 
HSVd PAGE (Sano in sod., 2004) 
 dot-blot  
 RT-PCR (Pokorn in sod., 2012; Radišek in sod., 2012) 
 mRT-PCR (Eastwell in Nelson, 2007; Guček in sod., 2019a; Lu in sod., 2012) 
 qPCR (Matoušek in sod., 2017) 
 mikromreže (Zhang in sod., 2013) 
2.7 DIAGNOSTIČNE METODE DOLOČANJA CBCVd 
Prve metode za določanje CBCVd so temeljile na bioloških testih, ki so omogočale analizo 
značilnih bolezenskih znamenj (Semancik in sod., 1988; Singh in Ready, 2003). Za določanje 
CBCVd v agrumih so bile zato razvite številne metode, od PAGE, S-PAGE, NASBA, različne 
metode hibridizacije (dot-blot, northern, »imprint«), RT-PCR, mRT-PCR in mRT-qPCR (pregl. 
6). Pred kratkim so Seigner in sod. (2020) razvili RT-qPCR za sočasno določanje CBCVd in 
endogene kontrole nad5 v hmelju. Za rutinsko določanje CBCVd hmelju se najpogosteje 
uporablja RT-PCR, za katerega so najprimernejši začetni oligonukleotidi, ki sta jih razvila 
Bernad in Duran-Vila (2006).  
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Preglednica 6: Seznam metod za določanje CBCVd v različnih gostiteljih. 
Table 6: Methods for CBCVd detection in different host species. 
Viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) 
Gostiteljska rastlina Metoda  Vir  
Citrus spp. NASBA (Nakahara in sod., 1998) 
mRT-PCR (Ito in sod., 2002a; Wang in sod., 2008, 2009) 
 mRT-qPCR (Osman in sod., 2017) 
 NGS (Wang in sod., 2018) 
Citrus medica S-PAGE (Ito in sod., 2002b; Malfitano in sod., 2005)  
dot-blot  (Malfitano in sod., 2005) 
northern (Malfitano in sod., 2005; Murcia in sod., 2009) 
RT-PCR (Bernad in Duran-Vila, 2006; Ito in sod., 2002b)  
Citrus medica cv. Etrog S-PAGE (Duran-Vila in sod., 1988b; Hadas in sod., 1992; Owens in 
sod., 2012) 
»imprint«  (Palacio-Bielsa in sod., 1999) 
RT-PCR (Owens in sod., 2012) 
Citrus x paradisi S-PAGE (Puchta in sod., 1991) 
northern (Puchta in sod., 1991) 
RT-PCR (Kunta in sod., 2007) 
Humulus lupulus  RT-PCR 
mRT-PCR 
NGS 
(Jakše in sod., 2015) 
(Guček in sod., 2019a) 
(Jakše in sod., 2015) 
 qPCR (Matoušek in sod., 2017) 
 mRT-qPCR (Seigner in sod., 2020) 
Pistacia vera  NGS (Al Rwahnih in sod., 2018) 
Uporaba začetnih oligonukleotidov je odvisna od variante viroida, Tm in velikosti produkta, 
zato so bili za določanje CBCVd z RT-PCR, mRT-PCR, qPCR in mRT-qPCR načrtovani 
številni začetni oligonukleotidi (pregl. 7). Pomemben del diagnostične analize predstavlja tudi 
izolacija RNA iz tkiva obolelih rastlin. Za zanesljivo analizo mora biti kakovost RNA visoka, 
zato se za izolacijo RNA uporablja komercialno dostopne reagente.   
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Preglednica 7: Seznam začetnih oligonukleotidov za določanje CBCVd. 
Table 7: List of primers for CBCVd detection. 
Viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd)  
Začetni 
oligonukleotid 
Zaporedje 5` - 3` 
Velikost 
produkta 
[bp] 
Vir 
RT-PCR    
CVd-IV-F1 GGGGAAATCTCTTCAGAC 284 
 
(Bernad in Duran-Vila, 
2006) 
CVd-IV-R1 GGGGATCCCTCTTCAGGT 
CVd-IV-F1_1 GGGGAAATCTCTTCAGACTC 284 modificirani (Bernad in 
Duran-Vila, 2006) 
CVd-IV-R1 GGGGATCCCTCTTCAGGT 
CVd-IV-1 GACGATCGGATGTGGAGCCAGC 284 
 
(Francis in sod., 1995) 
CVd-IV-2 GCTTCTTCCTTCGCGACCTG 
CVIV-1P ACAGCTTGTGGAGGGAACATAC 228 (Nakahara in sod., 1999) 
CVIV-1M TATTAACAAGCCTGGGAGGAACA 
CBCVd-For68-89 CCGGGGAAATCTCTTCAGACTC 281 (Wang in sod., 2013a) 
CBCVd-Rev71-48 CCGGGGATCCCTCTTCAGGTATGT 
CBCVd-For213-235 ACCCGGTGGATACAACTCTTGGG 279 (Wang in sod., 2013a) 
CBCVd-Rev220-199 CACCGGGTAGTTTCTATCTCAG 
CVIV-CP(+) CCGGGGAAATCTCTTCAGACTC 284 (Ito in sod., 2002b) 
CVIV-CM(-) GGATCCCTCTTCAGGTATGT 
mRT-PCR    
CV4-AM3 (-) TCTTTCTCAGGTCGCGAAGGAAGAAGC 208 (Ito in sod., 2002a) 
CV4-AP4 (+) CTGGGGAATTTCTCTGCGGGACC 
CVd-IV-R CCGGGGATCCCTCTTCAGGT 138 (Wang in sod., 2009) 
CVd-IV-F GGTGGATACAACTCTTGGGTTGT 
CVIV-1P ACAGCTTGTGGAGGGAACATAC 228 (Guček in sod., 2019a; 
Nakahara in sod., 1999) 
CVIV-1M TATTAACAAGCCTGGGAGGAACA 
qPCR    
CVd PCR FOR  TCACTGGCGTCCAGCACC  80 (Matoušek in sod., 
2017) 
CVd PCR REV  AGGAAGAAGCGACGATCGG   
mRT-qPCR    
CBCVd-44 F GGGAACATACCTGAAGAGGGATC 89 (Osman in sod., 2017) 
CBCVd-133 R TTCCGGTGCTGGACGC  
CBCVd-77 P VIC TCTCTTCAGACTCGTCGAGG  
CVd IV-qPCR-F GGAACAGGAGCTCGTCTC 177 (Seigner in sod., 2020) 
CVd IV-qPCR-R GTCCCGCAGAGAAATTCC   
CVd IV-qPCR-P CATCGCTGGCTCCACATCCG   
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL 
Hmelj in ostale rastline smo vzgajali v rastni komori (Kambič, RK-13300) pri temperaturi 25 
°C v času osvetljevanja in 18 °C v času teme. Osvetljevali smo jih z žarnicami Osram L36/W77, 
ki imajo gostoto pretoka fotonov 120–150 μmol m-2s-1, in fotoperiodo regulirali na 12 ur svetlobe 
in 12 ur teme. Relativna zračna vlaga v komori je bila 65 %.  
Rastline smo redno gnojili in zalivali z vodovodno vodo. Testne rastline smo vzgojili iz semen, 
hmelj in sadne vrste pa iz sadik. Posajene so bile v zemlji za rast rastlin v loncih (Profi-substrat 
20/80/ST/VV, Gramoflor, Nemčija). Zaradi lažjega vzdrževanja smo rastline redno obrezovali 
in ohranjali na višini do 0,5 m. V primeru sadnih vrst smo drevesa ohranjali na višini ~1 m. 
Plazečim rastlinam smo za lažjo rast dodali oporo. Zaradi pogostega pojava različnih 
škodljivcev in bolezni so bile rastline zavarovane z uporabo ustreznih fitofarmacevtskih 
sredstev v skladu z dobro agronomsko prakso. 
Zaradi dela s karantenskim patogenom smo se med in po delu redno razkuževali z 2 % raztopino 
Virocida. V primeru poljskih poskusov smo analiziran in vzorčen okužen material hranili ali v 
rastni komori kot žive rastline ali pri -70 °C kot rastlinski material. Vsi odpadki in rastlinski 
material so bili ob koncu poskusov uničeni s parno sterilizacijo pri 121 °C 20 min. Po koncu 
posameznih poskusov smo rastno komoro temeljito razkužili z 2 % raztopino Virocida. 
3.1.1 Hmelj 
V okviru pričujoče doktorske disertacije smo uporabljali hmelj sorte Celeia, ki je za slovenske 
pridelovalce hmelja ekonomsko zanimiv, hkrati pa izredno občutljiv na povzročitelje viroidne 
zakrnelosti hmelja. Celeia je triploidna sorta požlahtnjena na IHPS iz Savinjskega goldinga in 
slovenskega moškega hmelja 105/58, spada med pozne sorte in vsebuje med 3 % in 6,5 % α-
kislin (Legenda …, 2016). Hmelj smo analizirali glede na BBCH-skalo razvojnih faz za hmelj 
(Rossbauer in sod., 1995). 
To sorto smo uporabljali v dveh tipih poskusov: 
- V primeru preizkušanja različnih metod okuževanja smo uporabili sadike A certifikata 
(brez virusov in viroidov, BVV), vzgojene na Inštitutu za hmeljarstvo in pivovarstvo 
Slovenije (IHPS). 
- V primeru poljskih poskusov in uporabe naravno okuženih rastlin hmelja smo rastline 
analizirali in vzorčili v hmeljišču, okuženim s hudo viroidno zakrnelostjo (GERK 
4786005; lokacija Šempeter v Savinjski dolini). Hmeljišče v velikosti 27,84 arov je bilo 
v obdobju 2011–2017 v najemu IHPS. V njem je Oddelek za varstvo rastlin (OVR) pod 
posebnimi pogoji in dovoljenji Uprave za varno hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin 
(UVHVVR) izvajal raziskave. Raziskovalno hmeljišče je bilo leta 2008 posajeno s 
sadikami certifikata A sorte Celeia. 
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V okviru razvoja metod za določanje viroidov smo potrebovali rastline hmelja, okužene s 
posameznimi viroidi (HLVd, HSVd, CBCVd) in kombinacijami različnih viroidov (HLVd + 
HSVd, HLVd + CBCVd, HSVd + CBCVd, HLVd + HSVd + CBCVd), zato smo v ta namen 
uporabili biolistično okužen hmelj sorte Celeia (sadike A-certifikata), ki smo ga hranili v 
mrežnikih na prostorsko izolirani lokaciji Raziskovalne postaje IHPS. Hmelj nam je biolistično 
okužil dr. Jaroslav Matoušek (Češka akademija znanosti, Inštitut za rastlinsko molekularno 
biologijo, Češke Budějovice, Češka republika). 
Vzorce listov in storžkov naravno okuženega hmelja (HLVd+, HLVd + CBCVd) smo med leti 
2014 in 2019 nabrali na različnih lokacijah po Savinjski dolini, v hmeljiščih okuženih s hudo 
viroidno zakrnelostjo. Kot vir inokula smo med rastno dobo vzorčili 4–6 mladih listov, ki smo 
jih nabrali z različnih višin rastline in združili v en vzorec na rastlino. V obdobju od julija do 
septembra smo iz različnih višin vzorčili tudi 8–10 storžkov, ki smo jih dodali vzorcu listja. 
Vzorce smo hranili pri -70 °C in pred uporabo z RT-PCR testirali na CBCVd in HLVd. 
3.1.2 Ostale rastline 
V okviru pričujoče doktorske disertacije smo poleg hmelja v poskuse vključili še ostale rastline: 
- rastline vključene v preiskušanje in razvoj metod umetnega okuževanja: 
- kumara (Cucumis sativus), sorta Pariški kornišon 
- kumara (Cucumis sativus), sorta Levine F1 
- paradižnik (Solanum lycopersicum), sorta Heniz 1370 
- paradižnik (Solanum lycopersicum), sorta Marmande 
- jajčevec (Solanum melongena), sorta Halflange Violette 
 
- rastline za testiranje gostiteljske specifičnosti: 
 
a) poljščine in vrtnine: 
- paradižnik (Solanum lycopersicum), sorta Heinz 1370 
- kumara (Cucumis sativus), sorta Pariški kornišon 
- jajčevec (Solanum melongena), sorta Halflange Violette 
- navadni fižol (Phaseolus vulgaris L.), sorta Supernano Giallo 
- krompir (Solanum tuberosum), sorta KIS Krka 
- navadna konoplja (Cannabis sativa), sorta Finola 
 
b) sadne vrste: 
- vinska trta (Vitis vinifera L.): 
o sorta Nero 
o sorta Chardonnay 
o sorta Modra frankinja 
o sejanec sorta Jurka 
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- jablana (Malus domestica Borkh.):  
o sorta Opal 
o sejanec sorta Beličnik 
- hruška (Pyrus communis L.):  
o sorta Hardijeva 
o sejanec 
- sliva (Prunus domestica L.), sorta Valjevka 
- breskev (Prunus persica (L.) Batsch), sorta Redhaven 
- marelica (Prunus armeniaca L.):  
o sorta Ogrska 
o sejanec 
- malina (Rubus idaeus L.), sorta Sugana 
 
c) plevelne vrste: 
V okviru določitve gostiteljske specifičnosti viroida CBCVd med plevelnimi vrstami smo na 
prisotnost CBCVd analizirali 15 plevelnih vrst iz raziskovalnega hmeljišča (GERK 4786005) 
in okužili 20 plevelnih vrst, ki se najpogosteje nahajajo v hmeljiščih in njihovi okolici. Za 
analizo prisotnosti CBCVd smo v hmeljišču nabrali sadike, za okuževanje smo pleveli vzgojili 
iz semen (pridobljena pri B&T World Seeds, Francija in Botanični vrt Univerze v Ljubljani) in 
sadik, ki smo jih skopali v bližini obdelovalnih površin (okolica IHPS) (pregl. 8). 
Preglednica 8: Rastlinski material in izvor plevelnih vrst za testiranje gostiteljske specifičnosti. 
Table 8: Plant material and source of weed species for host range analysis. 
Družina/ Vrsta Latinsko ime Rastlinski material/ Izvor 
Sadika 
(hmeljišče) 
Sadika 
(IHPS) 
Seme 
(B&T) 
Seme      
(Botanični vrt UL) 
Razhudnikovke Solanaceae     
Pasje zelišče Solanum nigrum L.   X  
Grenkoslad Solanum dulcamara L.   X  
Ščirovke Amaranthaceae     
Bela metlika Chenopodium album L. X X  X 
Srhkodlakav ščir Amaranthus retroflexus 
L. 
X X  X 
Nebinovke Asteraceae     
Njivski osat Cirsium arvense (L.) 
Scop. 
X X X  
Drobnocvetni 
rogovilček 
Galinsoga parviflora 
Cav. 
X X X  
     
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 8  
Družina/ Vrsta Latinsko ime Rastlinski material/ Izvor 
Sadika 
(hmeljišče) 
Sadika 
(IHPS) 
Seme 
(B&T) 
Seme      
(Botanični vrt UL) 
      
Navadna škrbinka Sonchus oleraceus L. X    
Njivska škrbinka Sonchus arvensis L. X    
Njivska pasja 
kamilica 
Anthemis arvensis L.  X   
Trave Poaceae     
Enoletna latovka Poa annua L. X    
Navadna kostreba Echinochloa crus-galli 
(L.) P. Beauv. 
X X X  
Krvavordeča 
srakonja 
Digitaria sanguinalis (L.) 
Scop. 
X    
Plazeča pirnica Agropyron repens (L.) P. 
Beauv. 
 X X  
Portulakovke Portulacaceae     
Navadni tolščak Portulaca oleracea L. X    
Križnice Brassiaceae     
Navadni plešec Capsella bursa-pastoris 
(L.) Medik. 
X X  X 
Navadna ogrščica Brassica napus L. X    
Navadni hren Armoracia lapathifolia 
Gilib. ex Usteri 
 X   
Dresnovke Polygonaceae     
Topolistna kislica Rumex obtusifolius L. X X X  
Breskovolistna 
dresen 
Polygonum persicaria L. X X X  
Slakovke Convolvulaceae     
Njivski slak Convolvulus arvensis L.   X  
Koprivovke Urticaceae     
Velika kopriva Urtica dioica L.  X  X 
Ustnatice Lamiaceae     
Škrlatnordeča 
mrtva kopriva 
Lamium purpureum L.  X   
Zlatičevke Ranunculaceae     
Plazeča zlatica Ranunculus repens L.  X X  
Srhkolistovke Boraginaceae     
Navadni gabez Symphytum officinale L.  X   
Klinčnice Caryophyllaceae     
Navadna zvezdica Stellaria media L. X   X 
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3.2 RAZLIČICE VIROIDOV 
V pričujoči doktorski disertaciji smo analizirali različice viroidov CBCVd, HLVd, HSVd in 
AFCVd iz različnih gostiteljev (pregl. 9). RNA-vzorec viroida AFCVd nam je posredoval prof. 
dr. Teruo Sano z Univerze Hirosaki na Japonskem. Različice viroidov CBCVd, HSVd in CEVd 
iz agrumov smo dobili v obliki izolirane RNA od dr. Glynnis Cook iz CRI inštituta (Citrus 
Research International) iz Republike Južne Afrike (JAR).  
Za umetno okuževanje smo uporabili CBCVd različico Hl-1, s pristopno številko KM211546 
(podatkovna zbirka GenBank, NCBI) in HLVd, s pristopno številko NC_003611 (X07397), ki 
sta v hmelju prisotna v hmeljiščih in smo jih izolirali iz donorskih rastlin. Za razvoj umetnega 
okuževanja z monomernimi in dimernimi zaporedji smo prav tako uporabili zaporedje CBCVd 
iz hmelja KM211546. 
V okviru razvoja metod za določanje viroidov smo kot referenco za načrtovanje začetnih 
oligonukleotidov uporabili različice viroidov iz hmelja, za CBCVd KM211546, za HSVd 
HE575347 in za HLVd NC_003611. Pri optimizaciji smo uporabili hmelj, biolistično okužen z 
naslednjimi različicami viroidov: CBCVd (KM211546), HLVd (NC_003611), HSVd 
(“Cucumber pale fruit viroid (CPFVd)” varianta, X07405) in AFCVd (AB104533) (pregl. 9). 
Za določitev specifičnosti reakcije smo uporabili tudi pozitivne rastline iz testiranja kroga 
gostiteljev (Cucumis sativus, Solanum lycopersicum, Solanum dulcamara), ki so bile okužene 
z različico KM211546 in NC_003611 (Cannabis sativa). 
Različice viroidov CBCVd, HLVd in HSVd (pregl. 9) so bile vzdrževane v rastlinah (rastlinjak 
IHPS) oziroma v primeru nekaterih agrumov v sadežih (pri – 20 °C). Različice viroidov CBCVd 
in HSVd iz sadežev agrumov iz različnih geografskih območji (Izrael, Egipt, Ciper, Turčija, 
Italija, Španija) in HSVd iz vinske trte smo dobili iz zbirke škodljivih organizmov na IHPS 
(hramba pri -70 °C). Različice iz agrumov (Citrus medica L.: CBCVd+, Citrus grandis x C. x 
paradisi: CBCVd+, Citrus x sinensis Valencia: CBCVd+, Citrus x sinensis: CBCVd + HSVd, 
Citrus x paradisi: CBCVd + HSVd, Citrus x limon: CBCVd + HSVd) smo uporabili pri 
optimizaciji metod za testiranje specifičnosti reakcije PCR (pregl. 9). 
Preglednica 9: Seznam različic viroidov CBCVd, HLVd, HSVd in AFCVd, gostitelji, izvor in uporaba. 
Table 9: List of viroid isolates for CBCVd, HLV, HSVd and AFCVd, hosts, origin and aplications. 
Viroid (št./ oznaka) Gostitelj  Izvor Uporaba 
CBCVd    
KM211546 Humulus lupulus 
 
Slovenija inokulum za umetno okuževanje 
biolistična okužba hmelja 
zaporedje za monomer in dimer 
načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
testiranje specifičnosti reakcije PCR 
R160510-1* Citrus x sinensis Navel JAR testiranje specifičnosti reakcije PCR 
   
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 9   
Viroid (št./ oznaka) Gostitelj  Izvor Uporaba 
R160523-7* Citrus medica cv. Etrog JAR testiranje specifičnosti reakcije PCR 
R160707-21* Citrus x sinensis Valencia JAR testiranje specifičnosti reakcije PCR 
C172** sweetie/ Citrus grandis x 
C. paradisi 
Izrael testiranje specifičnosti reakcije PCR 
C148** pomaranča Navel/Citrus x 
sinensis 
Egipt testiranje specifičnosti reakcije PCR 
C158** 
C168** 
bela grenivka/Citrus x 
paradisi 
Ciper testiranje specifičnosti reakcije PCR 
Turčija testiranje specifičnosti reakcije PCR 
C184** limona/Citrus x limon Italija testiranje specifičnosti reakcije PCR 
HLVd    
NC_003611 Humulus lupulus 
 
Slovenija inokulum za umetno okuževanje 
biolistična okužba hmelja 
načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
testiranje specifičnosti reakcije PCR 
HSVd    
HE575347 Humulus lupulus Slovenija načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
testiranje specifičnosti reakcije PCR 
X07405 Cucumis sativus Češka 
republika 
biolistična okužba hmelja 
 
R160331-14* Citrus spp. JAR testiranje specifičnosti reakcije PCR 
C184** limona/Citrus x limon Italija testiranje specifičnosti reakcije PCR 
H508**  Slovenija testiranje specifičnosti reakcije PCR 
C180** 
C148** 
pomaranča Navel/Citrus x 
sinensis 
Španija testiranje specifičnosti reakcije PCR 
Egipt  
C158** 
C168** 
bela grenivka/Citrus x 
paradisi 
Ciper testiranje specifičnosti reakcije PCR 
Turčija testiranje specifičnosti reakcije PCR 
E706** Chardonnay/Vitis vinifera Slovenija testiranje specifičnosti reakcije PCR 
H503** Modra frankinja/Vitis 
vinifera 
Slovenija testiranje specifičnosti reakcije PCR 
AFCVd    
AB104533 Humulus lupulus Japonska testiranje specifičnosti reakcije PCR 
CEVd    
R160331-12* Citrus spp. JAR testiranje specifičnosti reakcije PCR 
*vir: CRI inštitut, Republika Južna Afrika (JAR) 
**vir: Zbirka ŠO IHPS, Slovenija 
3.3 UMETNO SINTETIZIRANI VIROIDI (gBlocks) 
V okviru optimizacije metod za določanje viroidov iz hmelja na osnovi PCR (RT-PCR, mRT-
PCR, RT-qPCR) smo kot pozitivno kontrolo viroidov uporabljali umetno sintetizirana cDNA 
zaporedja (gBlocks) viroidov CBCVd (KM211546), HLVd (NC_003611), HSVd (HE575347) 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
36 
 
in AFCVd (AB104533) (priloga B). Za posamezno metodo smo zaporedje gBlocks načrtovali 
glede na začetne oligonukleotide, s katerimi smo želeli pomnožiti zaporedje. Ker so umetno 
sintetizirana zaporedja linearna, smo glede na naleganje začetnih oligonukleotidov zamikali 
zaporedje tako, da je smerni začetni oligonukleotid pokrival začetek in protismerni konec 
zaporedja gBlocks. Pri tem smo si pomagali s programom Clustal Omega (EMBL-EBI, 
Združeno kraljestvo). Zaporedja nam je sintetiziralo podjetje IDT (Integrated DNA 
Technologies, ZDA). Dobili smo jih v obliki liofilizirane DNA, ki smo jo raztopili v vodi brez 
Rnaz (Sigma Aldrich), 20 min inkubirali pri 50 °C in hranili pri -20 °C. Pri poskusu razvoja 
okuževanja z zaporedji monomerov in dimerov (poglavje 3.6.2) nam je zaporedje CBCVd 
sintetiziralo podjetje SGI-DNA (ZDA). 
3.4 IZOLACIJA IN MERJENJE KONCENTRACIJ NUKLEINSKIH KISLIN 
3.4.1 Izolacija celokupnih nukleinskih kislin s CTAB-reagentom 
Celokupne nukleinske kisline (v nadaljevanju TNA) smo iz vzorcev hmelja, testnih rastlin in 
plevelov izolirali z uporabo CTAB-reagenta (1M Tris-HCl, 0,5M EDTA, 5M NaCl), kot že 
predhodno opisano (Kump in Javornik, 1996) z manjšimi modifikacijami (Pokorn, 2017). 
Uporabili smo 100 mg tkiva (listi, steblo, storžki, korenine), ki smo ga zmleli z uporabo 
stiskalnice z avtomatsko pipeto (Meku, Nemčija) oziroma v primeru korenin s terilnicami. 
Vzorce smo raztopili v 50 μl TE pufra (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH 8.0) in jih shranili 
pri -20 °C. Za pripravo reagentov smo uporabili vodo, tretirano z DEPC (Sigma-Aldrich, ZDA), 
in v vseh korakih uporabljali zaščitne rokavice, da smo preprečili prisotnost Rnaz. Da bi 
preprečili vpliv inhibitorjev, smo pred analizo izolirano TNA 10-krat redčili v vodi brez Rnaz 
(Rnase-free Water, Sigma-Aldrich, ZDA). Pri delu smo uporabljali namizno centrifugo 5427 R 
(Eppendorf, Nemčija). 
3.4.2 Izolacija RNA s komercialnim kompletom reagentov 
Izolacijo celokupne RNA smo izvedli s komercialno dostopnim kompletom SpectrumTM Plant 
Total RNA Isolation Kit (SPT, Sigma-Aldrich, ZDA), po A-protokolu (Jakše in sod., 2015). 
Vzorce (100 mg) smo zdrobili z uporabo terilnice in priloženega pufra. Izolirano RNA smo 
shranili pri -70 °C. Pred analizo smo izolirano RNA redčili v vodi (10-krat za RT-PCR, 100-
krat za RT-qPCR), da bi preprečili vpliv inhibitorjev. V vseh korakih smo uporabili vodo brez 
Rnaz (Sigma-Aldrich). Pri delu smo uporabljali namizno centrifugo 5427 R (Eppendorf). 
3.4.3 Merjenje koncentracij nukleinskih kislin 
Za merjenje koncentracije TNA smo uporabili fluorometer Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) z ustreznim kompletom reagentov Qubit dsDNA BR Assay kit (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA) glede na navodila proizvajalca. Za določanje koncentracije RNA smo uporabili 
BioPhotometer D30 (Eppendorf, Nemčija). Koncentracijo in kakovost RNA smo merili tudi z 
uporabo inštrumenta 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, ZDA). 
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3.5 RT-PCR IN AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA 
Obratno prepisovanje in PCR smo izvajali v enem koraku (RT-PCR) s kompletom One Step 
RT-PCR (Qiagen, Nemčija) v inštrumentu Mastercycler nexus GSX1 (Eppendorf, Nemčija). Z 
RT-PCR (ang. Single RT-PCR, sRT-PCR) smo s specifičnimi začetnimi oligonukleotidi 
analizirali prisotnost posameznih viroidov v rastlinah (HLVd: HLVd-M/P, HSVd: HSVd II/III, 
CBCVd: CVd-IV-F1_1/R1, AFCVd: AFCVd Iisa/IIIsa; Priloga C). Izolirano RNA (~ 20 ng) 
smo skupaj s 4 μl začetnih oligonukleotidov (0,6 μM vsak) denaturirali pri 95 °C 5 min. Po 
denaturaciji smo mešanico ohladili na ledu in ji dodali 1x OneStep RT-PCR Buffer, 0.4 mM 
vsakega dNTP, 1x Q-Solution, 2 μl OneStep RT-PCR Enzyme Mix in sterilne vode (Qiagen, 
Nemčija), do končnega volumna 12 μl. Program reakcije RT-PCR je bil sledeč: 30 min pri 50 
°C, 15 min pri 95 °C, 10 ciklov na 30 s pri 94 °C, 30 s pri 65 °C (-1 °C/cikel) in 1 min pri 72 
°C, 35 ciklov na 30 s pri 94 °C, 30 s pri 55 °C in 1 min pri 72 °C ter zadnji korak 10 min pri 72 
°C in hlajenje na 4 °C.  
Namnožene produkte smo analizirali z elektroforezo na 2 % agaroznem gelu v 1x TBE pufru 
(0,45 M Tris, 0,45 M borova kislina in 10 mM EDTA), obarvanem z etidijevim bromidom (0,5 
μg/ml) pod UV lučjo (The GeneGenius Bio Imaging System, Syngene, ZDA). Pogoji med 
elektroforezo so bili naslednji: 160 V in 180 mA. 
3.6 PREIZKUŠANJE METOD ZA UMETNO OKUŽEVANJE RASTLIN Z VIROIDI 
V okviru preizkušanja metod za umetno okuževanje rastlin z viroidi smo želeli izbrati zanesljiv 
način umetnega okuževanja s CBCVd na testnih rastlinah in hmelju. Poleg ustreznosti testnih 
rastlin smo analizirali različne načine okuževanja in izbrali najbolj uspešno metodo, ki smo jo 
uporabili za določanje kroga gostiteljev med gojenimi rastlinami in plevelnimi vrstami. 
Rezultate preizkušanja različnih metod okuževanja smo objavili v raziskovalnem članku Guček 
in sod. (2019b). Na hmelju in izbranih testnih rastlinah smo razvili tudi umetno okuževanje z 
monomerom in dimerom CBCVd na osnovi inokula iz RNA-prepisa, ki omogoča analizo vpliva 
posameznih viroidov in metodo objavili v Guček in sod. (2017a). 
3.6.1 Metode za umetno okuževanja rastlin s CBCVd  
Z namenom izbora najbolj uspešnega načina umetnega okuževanja rastlin s CBCVd smo 
analizirali naslednje testne rastline: kumare (Cucumis sativus), sorta Pariški kornišon in Levine 
F1, paradižnik (Solanum lycopersicum), sorta Heniz 1370 in Marmande ter jajčevec (Solanum 
melongena), sorta Halflange Violette. Na testnih rastlinah smo analizirali infektivnost 4 
različnih inokulov v okviru naslednjih obravnavanj: 
1. razmaz surovega rastlinskega soka, 
2. razmaz rastlinskega soka v fosfatnem pufru, 
3. injiciranje izvlečka celokupnih nukleinskih kislin (TNA), 
4. injiciranje izvlečka celokupne RNA. 
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V primeru inokulov na osnovi rastlinskega materiala (1 in 2) smo rastline okužili z razmazom 
inokula preko listov, v primeru inokula na osnovi nukleinskih kislin (3 in 4) pa z injiciranjem 
v steblo rastlin. Omenjena obravnavanja smo izbrali glede na v literaturi najpogosteje 
uporabljene metode umetnega okuževanja, s poudarkom na posnemanju naravnega poteka 
širjenja viroidov. Vir inokulov so predstavljale naravno okužene rastline hmelja iz hmeljišča, 
ki so bile glede na RT-PCR pozitivne na HLVd in CBCVd. Zaradi možnih razlik v občutljivosti 
rastlin smo okužili 10 rastlin posamezne rastlinske vrste glede na obravnavanje. Rastline smo 
okužili v fenološki fazi 4–6 pravih listov, glede na obravnavanja: 
1. okuževanje z razmazom surovega rastlinskega soka 
Tkivo donorske okužene rastline hmelja smo zmleli z uporabo stiskalnice z avtomatsko pipeto 
(Meku) v vodi brez Rnaz v razmerju 1 : 5 (5 g listov + 25 ml vode). Rastlinski sok smo precedili 
skozi gazo in tako pridobili homogen inokulum, ki smo ga razmazali na liste. 
2. okuževanje z razmazom rastlinskega soka v fosfatnem pufru 
Fosfatni pufer smo pripravili po protokolu Verhoeven in Roenhorst (2000) (0,02 M fosfatni 
pufer, pH 7,4, 2 % (w/v) polivinilpirolidon (PVP; MW 10.000)). Tkivo donorske okužene 
rastline hmelja smo zmleli z uporabo stiskalnice z avtomatsko pipeto (Meku) v fosfatnem pufru 
v razmerju 1 : 5 (2 g listov + 10 ml fosfatnega pufra). Rastlinski sok v fosfatnem pufru smo 
precedili skozi gazo in tako pridobili homogen inokulum, ki smo ga razmazali na liste. 
3. okuževanje z injiciranjem izvlečka celokupnih nukleinskih kislin 
Inokulum na osnovi TNA smo iz donorskih okuženih rastlin hmelja izolirali z uporabo CTAB 
metode (poglavje 3.4.1). Za posamezno izolacijo smo uporabili 100 mg listov in pelet raztopili 
v 50 μl vode brez Rnaz. Izolirano TNA smo v indikatorske rastline vnesli z injiciranjem. 
4. okuževanje z injiciranjem izvlečka celokupne RNA 
Inokulum na osnovi RNA izvlečka (RNA) smo iz okuženih rastlin hmelja izolirali z uporabo 
kompleta SpectrumTM Plant Total RNA Isolation Kit (Sigma-Aldrich). Za posamezno izolacijo 
smo uporabili 100 mg listov in pelet raztopili v 50 μl vode brez Rnaz. Izolirano RNA smo v 
indikatorske rastline vnesli z injiciranjem. 
V primeru razmaza smo liste posipali s karborundom (SiC z granulacijo 180) in s tem povzročili 
mikropoškodbe, ki so viroidom olajšale vstop v rastlinske celice. Na prve tri prave liste smo s 
kapalko nanesli 3–4 kapljice inokula in jih s prstom razmazali tako, da je bil s sokom prepojen 
cel list. Po 15 minutah smo liste nežno sprali z destilirano vodo in rastline za dva dni pokrili s 
prozorno vrečko, da smo povišali zračno vlago. V primeru injiciranja smo TNA oziroma RNA 
v indikatorske rastline vnesli z injiciranjem tako, da smo v steblo na 2–4 mestih po sredini 
navpično zarezali s skalpelom in v posamezno zarezo s pipeto vnesli 15 μL TNA/RNA. V 
posamezno indikatorsko rastlino smo vnesli ~80 μg TNA/RNA. Vstopna mesta smo zavili s 
parafilmom, da je inokulum ostal v steblu in da se rana ni izsušila.  
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Poleg testnih rastlin smo v poskus vključili tudi hmelj (sorta Celeia), pri katerem smo 
preizkušali štiri različne vrste inokula (surov rastlinski sok, rastlinski sok v fosfatnem pufru, 
TNA in RNA). Vsak inokulum smo v rastline vnesli z injiciranjem in razmazom. V primeru 
injiciranja smo rastlinski sok oziroma nukleinske kisline v steblo vnesli tako, da smo steblo na 
4 mestih po sredini navpično zarezali s skalpelom in v posamezno zarezo s pipeto vnesli 15 μL 
inokuluma (sl. 5). Rastlini smo odrezali vrh in iglo s sokom zapičili v steblo ter v njegovo 
notranjost spustili 15 μL inokuluma. Vstopna mesta smo zavili s parafilmom, da je inokulum 
ostal v steblu in da se rana ni izsušila. V primeru razmaza smo hmelj okužili na enak način kot 
predhodno opisano, vendar smo poleg soka uporabili tudi TNA in RNA. 
   
Slika 5: Injiciranje inokuluma v steblo hmelja. (levo) Vzdolžni prerez stebla s skalpelom. (desno) Vnos inokuluma 
v steblo s pipeto (sredina). Vnos inokuluma v steblo z iglo. 
Figure 5: Inoculum injection into hop stem. (left) Incised cut into the stem with a scalpel. (right) Injection of 
inoculum into the stem by pipette (center). Injection of inoculum into the stem by needle. 
Inokulirane rastline in hmelj smo po okuževanju vzdrževali v rastni komori, opazovali 
pojavljanje bolezenskih znamenj ter jih po 8–16 tednih analizirali. Vzorčili smo 3–4 mlajše 
liste, ki so se razvili po inokulaciji. Vzorce smo izolirali z uporabo CTAB metode in testirali 
na CBCVd z RT-PCR. V testiranje smo vključili tudi kontrolne rastline, ki smo jih okužili z 
destilirano vodo. 
3.6.2 Umetna okužba rastlin z zaporedji monomera in dimerov viroida CBCVd 
Vpliv viroida CBCVd na hmelj je še vedno neraziskan, kajti v naravi je vedno prisoten v 
kombinaciji s HLVd, tako da so vsa bolezenska znamenja posledica interakcije obeh viroidov. 
Z namenom specifične določitve vpliva viroida CBCVd smo zato razvili metodo umetnega 
okuževanja z uporabo monomera in dimera viroida.  
Z namenom razvoja umetne okužbe rastlin z monomerom in dimerom viroida CBCVd so bile 
analizirane naslednje testne rastline (5 rastlin/obravnavanje, v fenološki fazi 2–5 pravih listov): 
paradižnik, sorta Heniz 1370, kumare, sorta Pariški kornišon in hmelj, sorta Celeia. 
Na testnih rastlinah smo primerjali infektivnost monomera in dimera z izvlečkom TNA 
(pridobljen s CTAB-metodo), izoliranih iz hmelja, okuženega s CBCVd in HLVd. Primerjali  
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smo tudi različne strukture dimerov viroida CBCVd. Testne rastline smo okužili glede na 
naslednja obravnavanja: 
1. monomer viroida CBCVd,  
2. dimer viroida CBCVd z razvejano strukturo (dimer 2015), 
3. dimer viroida CBCVd s paličasto strukturo (dimer 2016), 
4. izvleček celokupnih nukleinskih kislin (TNA). 
Za pozitivno kontrolo okužbe nam je služil inokumum na osnovi izvlečka TNA. V testiranje 
smo vključili tudi kontrolne rastline, ki smo jih inokulirali z vodo brez Rnaz v obsegu 5 
rastlin/rastlinsko vrsto.  
3.6.2.1 Načrtovanje monomera in dimera viroida CBCVd 
Monomer in dimere viroida CBCVd smo načrtovali glede na zaporedje iz hmelja (KM211546), 
za monomer smo uporabili eno zaporedje viroida, za dimer smo združili dve zaporedji na dva 
načina. V prvem primeru smo dvema zaporednima zaporedjema na koncu dodali dodatne 
nukleotide in na ta način pridobili restrikcijsko mesto za encim NotI, (dimer 2015), v drugem 
primeru smo dve zaporedji združili (dimer 2016). Z uporabo programa RNAfold web server 
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) smo nato analizirali 
sekundarno strukturo. Načrtovana zaporedja (»insert«) smo umetno sintetizirali in vnesli v 
plazmid pBluescript II SK (+) (Stratagene, ZDA), v območje z več mesti za kloniranje (ang. 
Multiple cloning site, mcs), za T7-promotorjem. Umetno sintezo monomera in dimerov ter vnos 
v plazmid je izvedlo podjetje SGI-DNA iz ZDA. 
3.6.2.2 Transformacija bakterij Escherichia coli in izolacija plazmidov 
Plazmide z umetno sintetiziranimi zaporedji smo najprej transformirali v bakterije Echerichia 
coli (E. coli), ki smo jih namnožili, izbrali kolonije z ustreznimi plazmidi, plazmide iz njih 
izolirali in jim na koncu določili nukleotidno zaporedje. Uporabili smo bakterije E. coli DH5α, 
primerne za amplicilinsko in modro-belo selekcijo. V ta namen smo v  200 µl kompetentnih 
celic DH5α dodali 1 µl plazmida pBluescript II SK (+) z insertom (1 ng/μl), jih rahlo premešali 
in inkubirali na ledu 30 minut. Nato smo jih za 1 minuto postavili v vodno kopel na 42 °C, da 
je prišlo do vnosa plazmida, ter jih takoj postavili na led za 5 min. V epice smo nato odpipetirali 
900 µl ogretega tekočega medija Luria Broth (LB), jih 1 uro inkubirali pri 37 °C in 120 rpm, 
jih po inkubaciji v treh različnih volumnih (10, 50 in 100 µl) razmazali na plošče LB/Car/X-
Gal/IPTG ter jih inkubirali preko noči pri 37 °C. Vse uspešno transformirane bakterije so zaradi 
plazmida pridobile rezistenco na antibiotik ampicilin in so zrasle v selektivnem gojišču. Hkrati 
smo izvedli še dodatno selekcijo z genom lacZ (β-galaktozidaza), kjer bakterije lahko izrabljajo 
X-Gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-β-D-galaktozid), ki se pretvori v modro obarvan produkt. V 
primeru, da je v plazmidu insert, se gen za lacZ prekine in take kolonije ostanejo bele (modro-
bela selekcija). Naslednji dan smo iz plošč izbrali bele kolonije, ki so prejele plazmide z 
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insertom, in jih pripravili za prekonočno kulturo v tekoče gojišče LB z ampicilinom (100 
mg/ml). Epruvete s tekočim gojiščem smo inkubirali preko noči pri 37 °C in 120 rpm. 
Plazmide smo iz transformiranih bakterij E. coli izolirali z uporabo kompleta High Pure plasmid 
isolation kit (Roche, Švica), sledili smo navodilom proizvajalca. Plazmide smo na koncu sprali 
s 100 μl Elution Buffer in vzorce shranili pri -20 °C. 
3.6.2.3  Določanje nukleotidnega zaporedja plazmidov 
Naš namen je bil določiti nukleotidno zaporedje plazmidom z inserti, zato smo izolirane 
plazmide namnožili v reakciji PCR z uporabo kompleta BigDye Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing kit (Applied Biosystems, ZDA). Za reakcijo PCR smo vsak plazmid namnožili v 
dveh ločenih reakcijah, v prvi z uporabo začetnega oligonukleotida T7 (5'-
GTAATACGACTCACTATAGGGC-3') in v drugi z uporabo začetnega oligonukleotida M13R 
(5'-GGAAACAGCTATGACCATG-3'). Za reakcijo PCR smo uporabili 1,5 μl izoliranega 
plazmida, ki smo mu dodali reakcijsko mešanico z 200 nM začetnega oligonukleotida 
(T7/M13R), 2 μl 5x BigDye Sequencing Buffer, 0,4 μl BigDye Terminator in ustrezen volumen 
deionizirane vode (IDT) do končnega volumna 10 μl. Program reakcije PCR je bil sledeč: 3 
min pri 96 °C, 99 ciklov na 96 °C 10 s, 10 s pri 50 °C in 4 min pri 60 °C ter zadnji korak 7 min 
pri 72 °C in hlajenje pri 4 °C. 
Namnožen produkt PCR smo nato ustrezno očistili in ga poslali na določanje nukleotidnega 
zaporedja z uporabo avtomatskega sekvenatorja 3130XL Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems, ZDA) na Oddelek za zootehniko Biotehniške fakultete v Ljubljani. Določena 
nukleotidna zaporedja smo analizirali z uporabo programa CodonCode Aligner version 5.0 
(CodonCode Corporation, ZDA) in jih z našimi zaporedji poravnali z uporabo programa Clustal 
Omega (EMBL-EBI). Za nadaljnje delo smo izbrali plazmide z inserti s 100 % ujemanjem glede 
na načrtovana zaporedja monomera in dimerov. 
3.6.2.4 Linearizacija in čiščenje plazmidov 
Da smo lahko izvedli prepis insertov CBCVd iz DNA v RNA, smo morali najprej inserte 
izrezati iz plazmidov. V ta namen smo uporabili restrikcijska encima NotI in ApaI (New 
England BioLabs, ZDA). Pri dimeru 2015 smo zaradi dodanih nukleotidov insert vnesli pred 
restrikcijsko mesto za encim NotI, medtem ko smo za monomer in dimer 2016 insert vnesli 
pred restrikcijsko mesto za encim ApaI. Pri linearizaciji plazmidov z restrikcijskimi encimi smo 
sledili navodilom proizvajalca. Potek linearizacije smo preverili na 0,9 % agaroznem gelu, 
obarvanem z etidijevim bromidom (0,5 μg/ml) pod UV-lučjo. Za nadaljnje delo smo vzorce 
očistili, lineariziranim plazmidom smo dodali 500 μl mešanice kloroform: izoamilalkohol (24 : 
1) in precipitacijo preko noči pri -20 °C. Očiščenim vzorcem smo izmerili koncentracijo z 
uporabo fluorometra Qubit 3.0. 
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3.6.2.5 Prepis DNA v RNA s T7-polimerazo 
Za prepis pozitivne verige DNA v RNA smo uporabili komplet MEGAscript T7 Transcription 
Kit (Ambion, Nemčija) po navodilih proizvajalca. Glede na izmerjeno koncentracijo 
lineariziranega plazmida smo reakciji transkripcije s T7-polimerazo dodali 8 μl očiščenega 
lineariziranega plazmida, tako da smo povečali končno količino plazmida iz predlagane 0,1–1 
μg na ~ 2 μg. Kot kontrolo reakcije prepisa DNA v RNA smo uporabili priložen plazmid pTRI-
Xef. Koncentracijo RNA-vzorcev in kontrole smo po prepisu izmerili z uporabo BioPhotometra 
D30. Vzorcem smo koncentracijo in kakovost RNA izmerili tudi z uporabo inštrumenta 2100 
Bioanalyzer. Glede na dobljene rezultate smo vzorce ustrezno redčili v vodi brez Rnaz in za 
umetno okuževanje uporabili vzorce s končno koncentracijo ~ 300 ng/μl. 
3.6.2.6 Umetna okužba rastlin z monomerom in dimerom CBCVd 
Za umetno okužbo z monomerom in dimeroma CBCVd smo poleg hmelja, sorte Celeia, 
uporabili paradižnik, sorte Heinz 1370, in kumare, sorte Pariški kornišon. Vsako rastlino smo 
okužili s ~12 μg RNA, ki smo jo v rastlino injicirali preko stebla, tako da smo s skalpelom v 
steblo naredili 2–4 navpične zareze, v katere smo s pipeto odpipetirali RNA (sl. 6). Na koncu 
smo vse zareze zavili s parafilmom, da je inokulum ostal v steblu in se ni izsušil.  
Inokulirane rastline smo po okuževanju vzdrževali v rastni komori ter jih po 85 dneh po okužbi 
(ang. days post infection, dpi) testirali na CBCVd z RT-PCR. Za analizo rezultatov okuževanja 
smo vzorčili 3–4 mlade liste, ki so zrasli po inokulaciji. Pri hmelju smo vzorčenje in RT-PCR 
po dormanci v časovni točki 370 dpi ponovili.  
  
Slika 6: Umetno okuževanje paradižnika. (levo) Vzdolžni prerez stebla s skalpelom. (desno) Vnos RNA v steblo 
s pipeto. 
Figure 6: Mechanical inoculation of tomato. (left) Incised cut into the stem with scalpel. (right) Injection of RNA 
into the stem by pipette.  
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3.7 DOLOČANJE GOSTITELJSKE SPECIFIČNOSTI CBCVd 
V okviru določanja kroga gostiteljev viroida CBCVd smo želeli analizirati potencialne 
gostitelje med gojenimi in plevelnimi vrstami. V ta namen smo z RT-PCR na CBCVd testirali 
plevele, prisotne v okuženih hmeljiščih, oziroma s CBCVd umetno okužili omenjene 
potencialne gostitelje. 
3.7.1 Testiranje plevelnih vrst v okuženih hmeljiščih 
Pri določanju vloge plevelov pri ohranjanju CBCVd smo na prisotnost viroida CBCVd 
analizirali različne plevelne vrste v okuženih hmeljiščih. V ta namen smo oktobra leta 2013 
vzorčili 15 različnih plevelnih vrst v neposredni bližini okuženih rastlin hmelja v dveh različnih 
hmeljiščih, skupaj 80 rastlin. Vzorčili smo 3–5 mlajših listov na različni višini rastlin in iz njih 
z uporabo kompleta SpectrumTM Plant Total RNA Isolation Kit (Sigma-Aldrich) izolirali RNA. 
Izolirano RNA smo shranili pri -70 °C in z RT-PCR analizirali na CBCVd. 
3.7.2 Umetno okuževanje  
Krog gostiteljev viroida CBCVd smo določevali med leti 2014 in 2016 z umetnimi okužbami 
vrtnin, poljščin, sadnih in plevelnih vrst. Okužili smo 6 vrst vrtnin in poljščin (priloga Č), 7 
sadnih vrst (priloga D) in 20 plevelnih vrst (priloga E). Da bi rastline čim bolj izpostavili, smo 
jih okuževali s tehnikami, ki so v predhodnih poskusih pokazale najboljše rezultate (surov 
rastlinski sok, TNA in RNA) in okužbe večkrat ponovili. 
Umetno okuževanje smo izvedli iz donorskih rastlin hmelja, okuženih s CBCVd in HLVd z 
razmazom rastlinskega soka, injiciranjem izvlečkov TNA in RNA (poglavje 3.6.1). Ves 
uporabljen inokulum je bil predhodno analiziran na prisotnost viroida CBCVd z RT-PCR. Kot 
pozitivno kontrolo okužbe smo uporabili hmelj, ki smo ga okužili na enak način kot testne 
rastline. V analizo smo vključili tudi negativne kontrole posamezne rastlinske vrste, ki so bile 
namesto z inokulumom okužene z vodo.  
Pri poljščinah, vrtninah in plevelih smo rastline vzgojili iz semen in jih okužili v fenološki fazi 
4–6 pravih listov. Plevele, ki smo jih vzgojili tudi iz sadik, in sadne vrste smo okužili v fazi 
polno razvitega habitusa rastlin. V primeru vinske trte, jablane, hruške in marelice smo poleg 
sadik tudi sami vzgojili sejance, ki smo jih okužili v fenološki fazi 2–5 pravih listov. Pri 
posamezni rastlinski vrsti smo okužili po 10 rastlin, pri čemer smo pri trajnicah iste rastline 
okuževali v obdobju 3 let, medtem ko smo enoletnice okuževali vsako leto posebej. Rastline 
smo po okužbi vzdrževali v rastni komori in rastlinjaku na IHPS in vzorčili 2–3 mesece po 
zadnji inokulaciji. Vzorčili smo 3–4 mlade liste, ki so zrasli po inokulaciji. Vzorce smo izolirali 
s CTAB-metodo in testirali z RT-PCR na CBCVd. Kakovost izolirane RNA smo analizirali za 
vsako rastlinsko vrsto z uporabo endogene kontrole 7SL-RNA (Priloga C) . 
V primeru, da smo z RT-PCR dobili pozitiven signal, smo vzorce očistili z uporabo kompleta 
reagentov Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit (NEB, New England Biolabs, ZDA) in 
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uspešnost okužbe preverili z določanjem nukleotidnega zaporedja po Sanger metodi (GATC 
Biotech, Nemčija). Identiteto zaporedij smo potrdili z uporabo BLAST-orodja v podatkovni 
zbirki GenBank (NCBI) in programov CodonCode Aligner in CLC Sequence viewer 7 (Qiagen, 
Nemčija). 
3.8 DOLOČANJE STABILNOSTI VIROIDA CBCVd 
Stabilnost viroida CBCVd smo določali v ostankih uničenih okuženih rastlin in tleh. V ostankih 
rastlin smo želeli določiti najboljši ukrep za ravnanje z okuženimi rastlinami, zato smo 
primerjali mehanski odrez rastlin in tretiranje s herbicidom. Z analiziranjem različnih tkiv smo 
želeli pridobiti informacijo, kako dolgo viroidi ostanejo prisotni in s tem kako dolgo 
predstavljajo nevarnost za širjenje. Nevarnost za ponovne okužbe nasadov po izkrčenju 
predstavljajo ostanki okuženih rastlin, ki ostanejo v zemlji, zato smo analizirali tudi različna 
tkiva okuženih rastlin, ki smo jih zakopali v tla. 
3.8.1 Določanje stabilnosti viroida CBCVd v ostankih uničenih rastlin 
Kako dolgo ostane viroid CBCVd prisoten v ostankih uničenih rastlin, smo analizirali v 
nadzemnem in podzemnem delu rastlin. V nadzemnem delu smo testirali različna tkiva (listi, 
trte, storžki, korenine) z uporabo RT-PCR na viroid CBCVd. Stabilnost smo primerjali v 
mehansko odrezanih okuženih rastlinah hmelja in okuženih rastlinah hmelja, tretiranih s 
herbicidom v raziskovalnem hmeljišču v rastni dobi 2014/2015. 
V času polnega habitusa (avgust 2014) smo izbrali 10 rastlin hmelja, okuženih s hudo viroidno 
zakrnelostjo. Petim rastlinam smo 15 cm nad tlemi odrezali nadzemni del in ga pustili na vodilu 
(mehanski odrez). Pet rastlin smo poškropili s 5 % koncentracijo neselektivnega herbicida na 
osnovi aktivne snovi glifosat (Boom Efekt, Pinus TKI, Slovenija) (tretiranje s herbicidom). 
Rastlinam smo tedensko vzorčili 3 tkiva (listi, trte in storžki) in ob vsakem vzorčenju do 
popolnega odmrtja ocenili splošno stanje propadanja rastlinskega tkiva po skali od 0 do 5 (0= 
ni propadanja; 1= 1–20 %, 2= 21–40 %, 3= 41–60 %, 4= 61–80 %, 5= 81–100 %). Iz vzorcev 
smo RNA izolirali z uporabo kompleta reagentov SPT (poglavje 3.4.2) in prisotnost CBCVd 
potrdili z uporabo RT-PCR. V primeru pozitivnih signalov smo vzorčenja in analize nadaljevali 
do točke, pri kateri viroid ni bil več prisoten. Podzemni del oziroma koreninski sistem (glavna 
korenina, stranske korenine, štor, stranski poganjki, male nediferencirane korenine) smo 
vzorčili v 1–2 mesečnih intervalih in vzorce analizirali enako kot za nadzemni del. 
3.8.2 Določanje stabilnosti viroida CBCVd v ostankih okuženih rastlin v tleh 
Z namenom določitve stabilnosti viroida CBCVd v ostankih okuženih rastlin v tleh smo v rastni 
dobi 2014/2015 testirali različna tkiva (listi, trte in storžki) iz okuženih rastlin hmelja (CBCVd 
+ HLVd), ki smo jih zakopali v tla. Tkiva smo ločeno vnesli v 200 ml najlonske vrečke (premer 
por 16 µm) in jim dodali zemljo iz hmeljišča, da je bilo tkivo neposredno izpostavljeno 
mikroorganizmom iz okolja. Vrečke smo oktobra (28. 10. 2014) (po obiranju in krčenju 
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nasadov) zakopali v globino 20 cm v tla v raziskovalnem hmeljišču ter jih vzorčili v 1–2 
mesečnih intervalih. Ob vsakem vzorčenju smo analizirali vsa 3 tkiva, iz njih izolirali RNA s 
kompletom reagentov SPT (poglavje 3.4.2) in prisotnost CBCVd potrdili z uporabo RT-PCR. 
Kakovost izolacije RNA smo preverili z uporabo endogene kontrole 7SL-RNA (Priloga C). V 
primeru pozitivnih signalov smo vzorčenja in analize nadaljevali do točke, pri kateri viroid ni 
bil več prisoten.  
3.9 ANALIZA ŠIRJENJA HUDE VIROIDNE ZAKRNELOSTI HMELJA 
Širjenje bolezni hude viroidne zakrnelosti smo analizirali v raziskovalnem hmeljišču (GERK 
4786005) v katerem je OVR spremljal bolezen med leti 2011 in 2017 (v okviru disertacije so 
bile raziskave opravljene v letih 2014, 2015 in 2017). Za namen disertacije smo zaradi 
predstavitve celovitosti raziskave analizirali podatke med leti 2011 in 2017. Vse rastline so bile 
vsako leto vizualno ocenjene glede na skalo obolelosti (sl. 7): 
- ocena 0 = nesimptomatična rastlina hmelja, 
- ocena 1 = manj obolela rastlina hmelja, 
- ocena 2 = zelo obolela rastlina hmelja. 
Glavno merilo za določitev okuženih rastlin je bila višina rastlin (ocena 0: vrh, 8 m, ocena 1: 
nad 4 m, ocena 2: do 4 m,) z ozirom na zbitost rastline. Vsako leto smo zabeležili tudi število 
praznih mest, ki so bila posledica propada rastlin. Podatke smo analizirali z uporabo programa 
Microsoft® Office Excel 2013. Med potekom raziskav so nasad vzdrževali zaposleni z IHPS, 
škropljenje je izvajal lastnik hmeljišča. V hmeljišču se okužene rastline niso odstranjevale, 
uporabljena je bila minimalna agrotehnika in pridelek se ni obiral. Po vsakem izstopu iz 
hmeljišča se je ustrezno razkužilo vso orodje in mehanizacija. Ob koncu raziskave smo vse 
rastline uničili z glifosatom in mehanskim izoravanjem. Vsi odpadki si bili uničeni s termičnim 
kompostiranjem v kompostarni podjetja Simbio. 
3.10 VPLIV HUDE VIROIDNE ZAKRNELOSTI HMELJA NA PRIDELEK 
Vpliv bolezni na rastline in pridelek hmelja smo analizirali glede na stopnjo obolelosti (ocena 
2, 1, 0). Rastlinam hmelja smo merili višino (hitrost rasti), velikost in težo storžkov ter naredili 
kemijsko analizo storžkov. Dobljene rezultate smo statistično ovrednotili z uporabo programa 
Statgraphics Centurion 18.1.12 z analizo variance (enosmerna ANOVA) in testom mnogoterih 
primerjav (Duncan test) pri intervalu zaupanja p ≤ 0,05. 
3.10.1 Meritve višine rastlin 
V raziskovalnem hmeljišču smo leta 2015, glede na stopnjo obolelosti (ocena 0, 1, 2), izbrali 6 
rastlin na vsako oceno. Višino rastlin smo merili z namenom določitve razlike v hitrosti rasti in 
končni višini med obolelimi in nesimptomatičnimi rastlinami. Rastline smo izbrali glede na 
rezultate RT-PCR iz leta 2014, ker ob začetku izvajanja meritev zanesljiva vizualna določitev 
ni bila mogoča. 
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OCENA 0 OCENA 1 OCENA 2 
Ocena 0:  
- brez bolezenskih znamenj. 
Ocena 1: 
- višina rastline nad 4 m, lahko doseže vrh žičnice, a je rastlina manj bujna, 
- vrh je lahko koničast, 
- delno zbita rastlina s krajšimi internodiji glavne trte in stranjskih poganjkov, 
- odvijanje trt od opore, odvit vrh, 
- nekateri listi so majhni, krhki in mehurjasti, ki lahko rumenijo in vihajo robove navzdol, 
- nekateri storžki so majhni in nepravilno razviti, manj lupulinskih žlez, 
- pokanje primarnih trt. 
Ocena 2: 
- višina rastline do 4 m, 
- zbita rastlina s krajšimi internodiji glavne trte in stranjskih poganjkov, 
- odvijanje trt od opore, odvit vrh, 
- majhni mehurjasti listi, ki lahko rumenijo, so krhki in vihajo robove navzdol, 
- majhni in nepravilno razviti storžki, manj lupulinskih žlez, 
- izrazito pokanje primarnih trt, 
- suha trohnoba korenike. 
Slika 7: Skala obolelosti za vizualno ocenjevanje rastlin, obolelih s hudo viroidno zakrnelostjo hmelja. Ocena 0: 
nesimptomatične rastline, ocena 1: manj obolele rastline, ocena 2: zelo obolele rastline,. 
Figure 7: The disease scale for visual assessment of plants infeceted with severe hop stunt disease. Score 0: 
nonsymptomatic plants, score 1: minor symptoms, score 2: severe symptoms. 
 
 
 
 
 
 
 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
47 
 
Rastline smo merili v intervalu 1–2 tednov glede na razvojne faze (BBCH skala, priloga F), v 
času od maja do avgusta, ko je rast hmelja najbolj intenzivna. Nesimptomatične rastline smo 
merili, dokler niso dosegle višine žičnice (8 m; BBCH 38), obolele rastline smo merili, dokler 
se rast ni ustavila. Hitrost rasti hmelja je v veliki meri odvisna od vremenskih razmer, zato smo 
za omenjeno obdobje v raziskavo vključili podatke o temperaturi in količini padavin za kraj 
Žalec (priloga G). Te rastline smo poleg merjenja tudi vzorčili za namene spremljanja 
koncentracije viroidov v posameznih tkivih (poglavje 3.12). 
3.10.2 Meritve in kemijska analiza storžkov 
Ker se hmelj prideluje zaradi storžkov, ki se v večini primerov uporabijo v pivovarski industriji, 
smo želeli določiti vpliv bolezni na kakovost storžkov. Storžke smo analizirali ob koncu 
vegetacije (septembra 2015) z merjenjem teže in velikosti storžkov glede na stopnjo obolelosti. 
V raziskovalnem hmeljišču smo izbrali 4 rastline glede na stopnjo obolelosti (ocena 0, 1, 2). Iz 
vsake rastline smo nabrali 20 storžkov, ki smo jim izmerili skupno težo. Za merjenje velikosti 
storžkov smo iz vsake rastline nabrali 10 storžkov, ki smo jim izmerili dolžino vretenca.  
V primeru kemijske analize storžkov smo zaradi majhnega števila storžkov pri obolelih 
rastlinah hmelja storžke štirih rastlin (glede na stopnjo obolelosti) združili v en homogen 
vzorec, ki smo ga za namene analize razdelili na 3 ponovitve (~ 300 g). Storžkom je bila 
določena vsebnost eteričnih olj, α- in β-kislin po standardni metodi Analytica-EBC 7.7 
(Fachverlag, 2005) v agrokemijskem laboratoriju na IHPS (oktobra 2015). 
3.11 RAZVOJ METOD ZA DOLOČANJE VIROIDOV V HMELJU 
Z namenom občutljivejšega in hitrejšega določanja viroidov v hmelju smo razvili metodi z 
možnostjo sočasnega določanja viroidov; RT-PCR (mRT-PCR) in RT-PCR v realnem času 
(mRT-qPCR). Metodo mRT-PCR smo razvili za določanje vseh štirih viroidov v hmelju. 
Metodo mRT-qPCR smo razvili za določanje HLVd, HSVd in CBCVd.  
3.11.1 Razvoj metode za sočasno določanje viroidov z RT-PCR (mRT-PCR) 
Z namenom specifičnega, cenejšega in hitrejšega določanja viroidov smo razvili mRT-PCR za 
določanje HLVd, HSVd, CBCVd in AFCVd sočasno z endogeno kontrolo. V Sloveniji AFCVd 
v hmelju ni prisoten, zato smo metodo razvili v sodelovanju z Inštitutom za rastlinsko 
molekularno biologijo v Čeških Budějovicah, Češka republika. Na viroidih iz različnih 
gostiteljev smo testirali specifičnost že objavljenih začetnih oligonukleotidov, med njimi izbrali 
najustreznejše in z njimi optimizirali mRT-PCR. Razvoj metode mRT-PCR smo objavili v 
Guček in sod. (2019a). 
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3.11.1.1 Testiranje in modifikacije začetnih oligonukleotidov 
Na viroidih iz različnih gostiteljev smo z RT-PCR testirali specifičnost objavljenih začetnih 
oligonukleotidov, ki pomnožujejo CBCVd, HSVd, HLVd in AFCVd (priloga C, a-d). Začetni 
oligonukleotidi so bili testirani na vzorcih iz naravno (CBCVd+HLVd) in biolistično okuženega 
hmelja (različne kombinacije), naravno okuženih agrumov (CBCVd, HSVd, CBCVd + HSVd) 
in naravno okužene vinske trte (HSVd) (pregl. 9). Prav tako smo analizirali začetne 
oligonukleotide, ki pomnožujejo rastlinske endogene gene (priloga C, f), ki smo jih testirali na 
vzorcih hmelja, vinski trti in agrumih. Endogene kontrole morajo v različnih gostiteljih 
neodvisno pomnoževati rastlinske gene, kar pomeni kontrolo uspešnosti izolacije RNA.  
Zaradi možnosti navzkrižnega pomnoževanja so bili vsi začetni oligonukleotidi testirani na 
preostalih različicah viroidov iz biolistično okuženega hmelja. V testiranje smo vključili 
zaporedja gBlocks (priloga B, mRT-PCR), hmelj brez viroidov (BVV) in vodo. Za nadaljnje 
delo smo izbrali začetne oligonukleotide glede na zmožnost pomnoževanja viroidov iz različnih 
gostiteljev, specifičnost in velikost amplikona ter jih modificirali z uporabo OligoAnalyzer 3.1 
tool (IDT, ZDA), da smo optimizirali naleganje in dobili primerljive Tm. 
Ker spadajo viroidi, ki lahko okužijo hmelj, v družino Pospiviroidae, smo na viroidih iz 
različnih gostiteljev testirali univerzalne začetne oligonukleotide, ki pomnožijo viroide iz 
družine Pospiviroidae (priloga C, e).  
3.11.1.2 Optimizacija reakcije mRT-PCR 
Izbrane začetne oligonukleotide smo testirali v koncentracijah od 200 nM do 1000 nM na 
združenih vzorcih (RNA iz biolistično okuženih rastlin hmelja in AFCVd) (5 ng vsake RNA) 
različnih kombinacij viroidov. V koraku reverzne transkripcije smo testirali temperaturni 
gradient med 50 °C in 56 °C, za določitev optimalne temperature prileganja smo testirali 
temperature med 48 °C in 68 °C s padajočo temperaturo prileganja (ang. Touchdown), ki v 
vsakem ciklu temperaturo zniža za 1 °C.  
RT-PCR za posamezne viroide (sRT-PCR) (poglavje 3.5) smo uporabili za testiranje 
specifičnosti začetnih oligonukleotidov in primerjavo rezultatov z drugimi metodami. Sočasno 
določanje dveh (duRT-PCR) ali več (mRT-PCR) tarč smo izvedli kot opisano za sRT-PCR 
(poglavje 3.5), uporabili smo 800 nM koncentracijo za HLVd začetne oligonukleotide in 600 
nM za vse ostale (pregl. 16). Za duRT-PCR smo uporabili dva para začetnih oligonukleotidov, 
za mRT-PCR pa 3 oziroma 4 pare. Program reakcije je bil sledeč: 30 min pri 52 °C, 15 min pri 
95 °C, 10 ciklov na 30 s pri 94 °C, 30 s pri 67 °C (-1 °C/cikel) in 1 min pri 72 °C, 35 ciklov na 
30 s pri 94 °C, 30 s pri 57 °C in 1 min pri 72 °C ter zadnji korak 10 min pri 72 °C in hlajenje 
na 4 °C. PCR produkte smo analizirali na 1,5 % agaroznem gelu v 1 × TBE pufru, obarvanem 
z etidijevim bromidom (0,5 μg/ml) pod UV lučjo. Pogoji med elektroforezo so bili naslednji: 
160 V in 180 mA. 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
49 
 
3.11.1.3 Analiza specifičnosti in občutljivosti reakcije mRT-PCR 
V okviru razvoja reakcije mRT-PCR smo analizirali specifičnost na različicah viroidov iz 
različnih gostiteljev (pregl. 9). Za določitev občutljivosti reakcije smo pripravili 10-kratne 
redčitve (100–10-9) RNA iz biolistično okuženega hmelja in gBlocks (0,5 ng= 100 pri gBlocks) 
v negativnem vzorcu RNA (BVV hmelj). V obeh primerih smo posamezne vzorce združili v 
enakem razmerju, redčili in testirali z uporabo sRT-PCR, duRT-PCR in mRT-PCR. 
Vpliv sorte smo pri hmelju analizirali na 14 sortah, skupaj 135 rastlin (priloga H), ki so 
vključene v certifikacijsko shemo za proizvodnjo sadilnega materiala. Poleg vpliva rastlinskega 
materiala smo primerjali tudi vpliv izolacije, TNA (poglavje 3.4.1) in RNA (poglavje 3.4.2).  
Občutljivost metode mRT-PCR smo primerjali s sRT-PCR (RT-PCR, ang. Single) in 
hibridizacijo točkovnega odtisa (v nadaljevanju dot-blot) na biolistično okuženih vzorcih 
hmelja. Dot-blot smo izvedli v Čeških Budějovicah glede na Matoušek in sod. (1994).  
Rezultate mRT-PCR smo potrdili z določanjem nukleotidnega zaporedja, tako da smo produkte 
izrezali iz gela, očistili s kompletom QIAquick Gel Extraction kit (Qiagen, Nemčija) in poslali 
na določanje nukleotidnega zaporedja po Sanger metodi (GATC Biotech). Identiteto zaporedij 
smo potrdili z uporabo BLAST orodja v podatkovni zbirki GenBank (NCBI).  
3.11.2 Razvoj metode za sočasno določanje viroidov z RT-qPCR (mRT-qPCR) 
Razvili smo mRT-qPCR na osnovi TaqMan kemije za sočasno določanje, identifikacijo in 
kvantifikacijo viroidov HLVd, HSVd in CBCVd. Hkrati smo razvili tudi RT-qPCR za 
posamezne viroide, ki nam je služil kot osnova za razvoj mRT-qPCR. Metodo mRT-qPCR smo 
uporabili za določanje viroidov v hmelju in drugih gostiteljih ter primerjali z RT-PCR, ki je v 
rutinski uporabi (Jakše in sod., 2015). Metodo smo validirali v skladu z EPPO standardom 
7/98(3) (EPPO, 2018) glede na naslednje kriterije: analitska občutljivost, analitska specifičnost, 
selektivnost, ponovljivost in obnovljivost.  
3.11.2.1 Rastlinski material 
Za optimizacijo metode smo uporabili viroide CBCVd, HLVd in HSVd iz različnih gostiteljev 
iz osmih različnih geografskih območij (Slovenija, JAR, Italija, Ciper, Turčija, Egipt, Izrael, 
Španija) (pregl. 9). Analizirali smo naravno (HLVd, HLVd + CBCVd) in biolistično okužen 
hmelj (različne kombinacije viroidov). V primeru agrumov (CBCVd+, HSVd+, CBCVd + 
HSVd) in vinske trte (HSVd+) smo analizirali RNA iz naravno okuženih rastlin (vir: Zbirka 
ŠO na IHPS, pregl. 9). Poleg omenjenih različic smo analizirali še RNA viroida CEVd iz 
agrumov, ki je himerni rekombinant viroidov CBCVd in HSVd (pregl. 9). Pri drugih gostiteljih 
viroida CBCVd (paradižnik, kumare, grenkoslad) in HLVd (konoplja) smo uporabili umetno 
okužene rastline (poglavje 3.7) in RNA izolirali iz listov. V testiranje smo vključili tudi zdrave 
rastline (hmelj, agrumi, paradižnik, kumare, vinska trta, konoplja, krompir, krizantema). Za 
pozitivno kontrolo izolacije (PKI) smo uporabili storžke okuženega hmelja iz raziskovalnega 
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hmeljišča, kot negativne kontrole pa hmelj brez viroidov in virusov (BVV) in NKI (negativna 
kontrola izolacije; pufer brez rastlinskega materiala). 
3.11.2.2 Načrtovanje in testiranje začetnih oligonukleotidov in sond 
Ker smo želeli, da bi bili začetni oligonukleotidi in sonde specifični za več različic viroidov 
(pregl. 9), smo za načrtovanje uporabili zaporedja viroidov HLVd (29 zaporedij s pristopnimi 
številkami: HH970095, DD220189, AJ290412, NC_003611, AJ290406, EF613189, X07397, 
EF613188, EF613184, EF613187, EF613186, EF613183, AJ290407, AJ290411, AJ290410, 
AJ290409, EF613192, EF613185, EF613181, EF613190, EF613182, AJ290405, EF613191, 
AJ290404, AJ290408, DL463097, DL461531,  DL463096, DL461530), HSVd (43 zaporedij s 
pristopnimi številkami: NC_001351, HE575347, HE575345, AF213483, AB055634, X13838, 
X00524, E01842, AF213503, X06719, X06718, AY460202, AJ011814, AJ011813, AJ297825, 
Y09346, AB098500, Y09347, Y09349, Y09345, X15330, X06873, X87928, AJ297840, 
AJ297839, AJ297834, AY460201, Y08438, EU365356, X87923, AB219945, M35717, 
X87926, AB039265, X87925, X87924, AB039272, DQ371450, Y14050, X87927, X00009, 
E01843, E01844) in CBCVd (28 zaporedij s pristopnimi številkami: HM042748, AB054635, 
HM042747, JN903765, JN903764, JN903763, JX259421, JX259419, JN903766, JN903767, 
GQ260216, NC_003539, X14638, HM042746, HM042749, JN903762, JX259420, 
HM042742, HM042743, AJ630360, AB054633, HM042744, HM042745, AJ630361, 
AJ630359, JX259418, AB054634, JX259422) iz različnih gostiteljev iz baze NCBI GenBank. 
Poravnave med posameznimi zaporedji viroidov smo naredili s programom Clustal Omega 
(EMBL-EBI) glede na zaporedja viroidov iz hmelja (HLVd: NC_003611, CBCVd: KM211546, 
HSVd: HE575347). Začetne oligonukleotide in sonde smo na podlagi teh poravnav načrtovali 
s pomočjo orodij PrimerQuest in OligoAnalyzer 3.1 tool (IDT) na mestih, ki so bila med 
zaporedji najbolj ohranjena. Pozorni smo bili tudi na ujemanje med zaporedji viroidov HLVd, 
HSVd in CBCVd, da pri sočasnem določanju viroidov ne bi prišlo do nespecifične pomnožitve. 
Pri načrtovanju smo upoštevali, da je bila talilna temperatura začetnih oligonukleotidov in sond 
med viroidi približno enaka in velikost amplikonov med 80 in 120 bp. Sonde za posamezne 
viroide smo označili z reporterskimi barvili (CBCVd s FAM, HLVd s HEX, HSVd s Texas 
Red) in enim (BHQ1, BHQ2) oziroma dvema dušilcema (ZEN in IBFQ). Poleg omenjenih sond 
smo uporabili tudi LNA-sonde, ki imajo zaradi dodanega metilenskega mostu zaklenjeno 
strukturo, ki poveča občutljivost in specifičnost vezave na tarčno zaporedje (Costa in sod., 
2004).  
Pri testiranju začetnih oligonukleotidov in sond smo imeli težave z nespecifičnim 
pomnoževanjem in nezmožnostjo pomnoževanja vseh različic viroidov, zato smo načrtovali 
več parov začetnih oligonukleotidov in sond. Za RT-qPCR in mRT-qPCR smo, glede na 
testiranja različnih vzorcev, izmed načrtovanih izbrali po en par začetnih oligonukleotidov in 
sond, ki omogoča določanje viroidov v različnih gostiteljih.  
Na različnih gostiteljih smo testirali endogene gene 18S rRNA (AF206931), cac (ang. Clathrin 
adaptor complexes medium subunit, SGN-U314153), nad5 (ang. NADH dehydrogenase 
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subunit 5, D37958) in gene iz transkriptoma z viroidi okuženega hmelja (mRNA1192, 
mRNA170) (Botermans in sod., 2013; Menzel in sod., 2002; Štajner in sod., 2013). Pri cac in 
nad5 smo uporabili objavljena zaporedja začetnih oligonukleotidov in sonde (nad5) ostala 
zaporedja smo načrtovali sami. V primeru genov mRNA1192 in mRNA170 smo za načrtovanje 
uporabili zaporedja iz raziskave viroidnih malih RNA iz okuženega hmelja (Pokorn, 2017) 
(priloga I). Pri načrtovanju smo uporabili orodje OligoAnalyzer 3.1 tool in sonde, označene s 
FAM ali HEX. Med endogeni geni smo z uporabo programa RefFinder 
(https://www.heartcure.com.au/reffinder/) (Xie in sod., 2012), ki na podlagi več različnih 
metod (Delta CT, BestKeeper, Normfinder, geNorm) izračuna stabilnost posameznih genov, 
določili najbolj stabilne. Endogene gene smo uporabili v ločeni reakciji, oziroma v kombinaciji 
z enim viroidom (dRT-qPCR) ter tako preverili kakovost reagentov in izolirane RNA. 
Načrtovani začetni oligonukleotidi in sonde so bili naročeni pri proizvajalcu Sigma Aldrich 
oziroma IDT (ZEN).  
3.11.2.3 Optimizacija koncentracije začetnih oligonukleotidov in sond  
Reakcije RT-qPCR in mRT-qPCR smo izvedli z različnimi pari načrtovanih začetnih 
oligonukleotidov in sond v različnih koncentracijah, od 200 nM do 900 nM za začetne 
oligonukleotide in od 100 nM do 250 nM za sonde (Luigi in Faggioli, 2011). Pri RT-qPCR smo 
testirali višje koncentracije začetnih oligonukleotidov (od 300 do 900 nM) kot pri mRT-qPCR 
(od 200 nM do 500 nM), kjer lahko večja koncentracija začetnih oligonukleotidov privede do 
nespecifičnega povezovanja. Pripravili smo serijo 10-kratnih redčitev (za RT-qPCR od 0,05 pg 
do 0,00005 fg, za mRT-qPCR od 5 pg do 0,05 fg) in vzorce (posamezni gBlocks, združeni 
gBlocks CBCVd + HLVd + HSVd= vzorec A) analizirali z različnimi koncentracijami. Kot 
optimalno koncentracijo smo izbrali kombinacijo začetnih oligonukleotidov in sond z 
najmanjšimi Cq-vrednostmi, optimalno občutljivostjo in učinkovitostjo pomnoževanja. V 
primeru endogenih genov smo na vzorcih RNA iz različnih gostiteljev analizirali različne 
koncentracije začetnih oligonukleotidov (od 900 nM do 200 nM) in sond (od 200 nM do 100 
nM). Optimalne koncentracije smo izbrali glede na najnižjo Cq-vrednost.   
3.11.2.4 Optimizacija reakcije RT-qPCR in mRT-qPCR 
Za optimizacijo reakcije RT-qPCR smo uporabili komplet reagentov QuantiFast® Probe RT-
PCR Kit (Qiagen), vendar smo zaradi težav z nespecifičnim pomnoževanjem analizirali tudi 
naslednje komplete reagentov: AgPath-IDTM One Step RT-PCR (Thermo Fisher Scientific, 
ZDA), SensiFASTTM Probe No-ROX Kit (Bioline, ZDA), Luna® Universal Probe One-Step 
RT-qPCR Kit (NEB). Kompleta reagentov proizvajalcev Bioline in NEB smo poleg kompleta 
reagentov za sočasno določanje patogenov QuantiTect® Multiplex RT-PCR Kit (Qiagen) 
uporabili tudi za razvoj mRT-qPCR (pregl. 10).  
Vzorce smo analizirali z reakcijami v enem koraku, v treh tehničnih ponovitvah na ploščah za 
96 vzorcev z detekcijskim sistemom LightCycler96 (Roche) in programom LightCycler96 
Software 1.1.0.1320, pri čemer so bile vse nastavitve programa avtomatske. Mešanico začetnih 
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oligonukleotidov in sond smo pripravili iz 100 µM raztopin smernih (F) in protismernih (R) 
začetnih oligonukleotidov ter sonde (P), ki smo jim do 100 µL dodali vodo, da smo dobili 20 
× koncentrirano mešanico (20 × PP). Za posamezen komplet reagentov smo uporabili različne 
koncentracije začetnih oligonukleotidov in sond ter različne programe (pregl. 10). Glede na 
program reakcije smo testirali različen čas, temperaturo reverzne transkripcije (45 °C–55 °C) 
in naleganja (57 °C–62 °C) ter število ciklov pomnoževanja (40–45) (z ozirom na omejitve 
posameznih kompletov reagentov).  
Za RT-qPCR smo izbrali komplet reagentov SensiFAST Probe No-ROX kit (Bioline), ki smo 
ga v kombinaciji z encimom MultiScribe Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific) 
uporabili v reakciji v enem koraku. Za viroid CBCVd smo za začetne oligonukleotide uporabili 
končno koncentracijo 300 nM in za sonde 150 nM, za HLVd 600 nM in 100 nM, za HSVd 300 
nM in 150 nM in za endogene gene 400 nM in 200 nM. Uporabili smo LNA-sonde z 
reporterskimi barvili (CBCVd s FAM, HLVd s HEX, HSVd s Texas Red, mRNA1192 s HEX, 
mRNA170 s FAM, nad5 s FAM) in enim dušilcem.  
Za mRT-qPCR smo izbrali enak komplet reagentov in enake začetne oligonukleotide in sonde 
kot za RT-qPCR, vendar z drugimi koncentracijami. Za viroid CBCVd smo uporabili končno 
koncentracijo za začetne oligonukleotide 400 nM in za sonde 200 nM, za HLVd 300 nM in 150 
nM, za HSVd 500 nM in 250 nM ter za endogene gene 300 nM in 150 nM.  
Za pozitivno kontrolo reakcije RT-qPCR smo uporabili umetno sintetizirana zaporedja viroidov 
CBCVd, HLVd in HSVd (gBlocks, priloga B, RT-qPCR) (PC) in PKI, kot negativne kontrole 
pa zdrave rastline (BVV hmelj), NKI, NRT (reakcija brez encima reverzne transkriptaze) in 
vodo (NTC, negativna kontrola reakcije). 
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Preglednica 10: Reakcijske mešanice in programi reakcij RT-qPCR in mRT-qPCR za določanje viroidov z 
različnimi kompleti reagentov. 
Table 10: Reaction mixes and RT-qPCR/mRT-qPCR programs for viroid detection with different kits. 
 AgPath-IDTM 
One Step RT-
PCR  
SensiFASTTM 
Probe No-ROX 
Kit  
Luna® Universal 
Probe One-Step 
RT-qPCR Kit  
QuantiFast® 
Probe RT-PCR 
Kit  
QuantiTect® 
Multiplex RT-
PCR Kit  
Reakcijska mešanica 
Reagent*  V [µL] c [nM] V [µL] c [nM] V [µL] c [nM] V [µL] c [nM] V [µL] c [nM] 
H2O 2,1  2,4  2  2,45  0,9  
Pufer 5 1 x 5 1 x 5 1 x 5 1 x 5 1 x 
20 x PP1 0,5** 300/150 0,5 400/200† 0,5 300/150 0,5 300/150 0,5 300/100 
20 x PP2 0,5 300/150 0,5 300/150 0,5 300/150 0,5 600/100 0,5 300/100 
20 x PP3 0,5 300/150 0,5 500/250 0,5 300/150 0,5 300/100 0,5 300/100 
RT 
encim 
0,4 1 x 0,1 1 x 0,5 1 x 0,05 1 x 0,1 1 x 
RNA 2 ≤ 1 µg 2 ≤ 1 µg 2 ≤ 1 µg 2 ≤ 100 ng 2,5 ≤ 250 ng 
V [µL] 10 10 10 10 10 
Program reakcije 
 47 °C 10 min 45 °C 10 min 50 °C 10 min 50 °C 10 min 50 °C 20 min 
 95 °C 5 min  95 °C 2 min  95 °C 2 min  95 °C 5 min  95 °C 15 min  
 95 °C 15 s 40 x 95 °C 15 s   40 x 95 °C 15 s   40 x 95 °C 15 s   40 x 94 °C 45 s  45 x 
 60 °C 30 s 60 °C 30 s 60 °C 30 s 60 °C 45 s 60 °C 75 s 
*H2O, sterilna voda brez nukleaz iz kompleta reagentov; Pufer, mešanica reagentov za qPCR iz kompleta reagentov, 20 x PP1, 
20 x koncentrirana mešanica začetnih oligonukleotidov in sond za viroid CBCVd; 20 x PP2, 20 x koncentrirana mešanica 
začetnih oligonukleotidov in sond za viroid HLVd; 20 x PP3, 20 x koncentrirana mešanica začetnih oligonukleotidov in sond 
za viroid HSVd; RT-encim, encim reverzna transkriptaza iz kompleta reagentov, v primeru uporabe kompleta SensiFASTTM je 
bil uporabljen encim MultiScribe Reverse Transcriptase; izolirana RNA, vzorec, v primeru NTC je namesto vzorca voda; V, 
volumen; c, končna koncentracija. 
**V primeru reakcij RT-qPCR je bila v reakcijsko mešanico dodana mešanica začetnih oligonukelotidov in sond (20 x PP) za 
enega od viroidov. 
†Koncentracije začetnih oligonukleotidov in sond so podane za reakcijo mRT-qPCR, za reakcijo RT-qPCR so bile uporabljene 
enake koncentracije kot za QuantiFAST® Probe RT-PCR Kit. 
3.11.2.5 Validacija reakcije RT-qPCR in mRT-qPCR 
Za validacijo reakcij RT-qPCR in mRT-qPCR smo uporabili vzorce viroidov CBCVd, HLVd 
in HSVd z znanimi koncentracijami (gBlocks), ki smo jih analizirali ločeno (gBlocks CBCVd, 
gBlocks HLVd, gBlocks HSVd) oziroma sočasno, kot en združen vzorec treh viroidov (gBlocks 
CBCVd+ gBlocks HLVd+ gBlocks HSVd= vzorec A). Analizirali smo tudi vzorce RNA, 
izolirane iz hmelja, ki smo jih prav tako združili v en vzorec (CBCVd+ HLVd+ HSVd= vzorec 
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B). Pripravili smo serijo 10-kratnih redčitev do 10-7/-11 treh različnih vzorcev za posamezen 
viroid (gBlocks in A od 5 pg do 0,00005 fg, vzorec B od 50 ng do 0,05 pg), vsako redčitev v 
treh tehničnih ponovitvah. Serije redčitev za vzorec A smo analizirali z RT-qPCR v dveh 
neodvisnih poskusih, vzorec B smo analizirali v petih neodvisnih poskusih.  
Analitsko občutljivost za RT-qPCR in mRT-qPCR smo določili za vsak viroid iz serije redčitev. 
Program na detekcijskem sistemu LightCycler96 nam je samodejno izrisal standardno krivuljo, 
iz katere smo dobili podatke o vrednosti naklona krivulje (ang. Slope) in o koeficientu linearne 
regresije (R2). Učinkovitost pomnoževanja vzorcev v reakciji RT-qPCR in mRT-qPCR smo 
določili s pomočjo vrednosti naklona umeritvene krivulje (enačba 1), kjer E pomeni 
učinkovitost pomnoževanja, ki je 100 %, če je naklon -3,32 in E= 1. Iz R2 smo ugotovili, kako 
dobro se vrednosti meritev prilegajo krivulji linearne regresije, če je R2= 1, to pomeni 100 % 
prileganje (Pfaffl, 2001).  
… (1) 
Na osnovi standardne krivulje smo določili mejo detekcije (LOD, ang. Limit of detection), ki 
je za nas pomenila tisto redčitev oziroma koncentracijo, pri kateri smo v več kot 50 % izvedenih 
poskusov še lahko določili viroid (Boben, 2006). Koncentracijo, pri kateri smo lahko viroide 
zaznali v 100 % poskusov, smo določili kot mejo kvantifikacije (LOQ, ang. Limit of 
quantification). LOD in LOQ smo definirali kot število molekul viroida v vzorcu, ki smo jih 
izračunali glede na koncentracijo po Olmos in sod. (2005). Na osnovi rezultatov serij redčitev 
vseh treh vzorcev smo za posamezen viroid, glede na metodo RT-qPCR oziroma mRT-qPCR, 
določili mejne vrednosti. Izračunali smo jih iz povprečja zadnje pozitivne Cq-vrednosti (najvišji 
Cq), ki smo ji dodali 0,5 cikla (Delavnica …, 2013). Iz mejne vrednosti smo lahko določili 
občutljivost reakcij, ki smo jo primerjali z RT-PCR, ki je rutinsko v uporabi za določanje 
viroidov (poglavje 3.5). Z RT-PCR za določanje CBCVd, HLVd in HSVd smo analizirali 10-
kratne redčitve (od 50 ng do 0,05 pg) vzorca B. 
Analitsko specifičnost smo z RT-qPCR in mRT-qPCR testirali na različnih kombinacijah 
viroidov (pregl. 9). Analizirali smo 37 vzorcev: hmelj (10), agrumi (14), vinska trta (3), drugi 
gostitelji (8) in negostitelji (2) ter NTC. Za kontrolo izolacije RNA smo uporabili endogeni gen 
nad5, ki se pomnožuje v vseh gostiteljih. Za vsak vzorec smo izračunali razmerje med Cq-
vrednosti RT-qPCR in mRT-qPCR (S/M), da smo ugotovili, ali je specifičnost med metodama 
enaka.  
Testirali smo tudi selektivnost metode z določanjem vpliva tkiva in sorte hmelja. Z RT-qPCR 
in mRT-qPCR smo za analizo vpliva tkiva za posamezen viroid pripravili serijo 10-kratnih 
redčitev (od 5 pg do 0,005 fg) gBlocks, ki smo jih redčili v vzorcu RNA, izoliranem iz listov 
BVV hmelja (10 ng). V primeru viroida CBCVd smo z RT-qPCR poleg listov analizirali tudi 
vpliv storžkov, korenin in cveta. Rezultate smo primerjali z vzorci gBlocks, ki so bili redčeni v 
vodi. Vpliv sorte smo analizirali z mRT-qPCR, za katerega smo testirali serijo 10-kratnih 
redčitev (10-2 do 10-4) vzorca B, ki smo ga redčili v vzorcu RNA (10 ng) izolirane iz BVV 
𝐸 = 10(
−1
𝑛𝑎𝑘𝑙𝑜𝑛
) 
𝐸(%) = (10(
−1
𝑛𝑎𝑘𝑙𝑜𝑛
) − 1) × 100 
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hmelja sort Celeia (CEL), Bobek (BO), Aurora (AU) in Savinjski golding (SG), ki so dovzetni 
za okužbo z viroidom CBCVd. 
Ponovljivost in obnovljivost reakcij RT-qPCR in mRT-qPCR smo izvedli v petih neodvisnih 
poskusih vzorcev viroidov iz hmelja z različnimi koncentracijami. Ponovljivost za RT-qPCR 
smo izvedli na vzorcu s tremi nivoji tarče (10-6/10-4/10-2), vsak v osmih tehničnih ponovitvah, 
v dveh ločenih reakcijah, izvedenih v istem dnevu, z istim operaterjem in inštrumentom. 
Obnovljivost za RT-qPCR smo izvedli v okviru ponovljivost, tako da smo uporabili iste vzorce 
in jih analizirali z dvema različnima operaterjema v petih ločenih poskusih. Prvi dve analizi 
(ponovljivost) in tretjo smo analizirali s prvim operaterjem, četrto in peto pa z drugim, vsako v 
drugem dnevu. Pri reakciji mRT-qPCR smo za analizo uporabili serijo 10-kratnih redčitev (od 
50 ng do 0,5 fg) vzorca B, vsako v treh tehničnih ponovitvah. Za ponovljivost smo vzorce 
testirali v istem dnevu v dveh ločenih reakcijah, od tega smo na eni plošči vzorce ponovili 
dvakrat (intra), torej tri analize v enem dnevu z istim operaterjem in inštrumentom. Poleg 
rezultatov ponovljivosti smo za analizo obnovljivosti tesitrali vzorce še v dveh ločenih dnevih 
(inter), skupaj torej pet analiz. Vzorce smo analizirali z izračunom koeficienta variance (CV 
[%]= (SD/Cq)*100) iz povprečja standardnih deviacij (SD) in Cq-vrednosti, glede na Osman 
in sod. (2017). 
3.12 SPREMLJANJE KONCENTRACIJE VIROIDOV V RASTLINAH 
S prostorsko-časovno analizo viroidov CBCVd in HLVd v različnih tkivih hmelja smo želeli 
določiti kolonizacijo rastline in interakcijo med viroidoma. Titer viroidov CBCVd in HLVd 
smo analizirali na rastlinah s tremi različnimi stopnjami obolelosti (ocena 0, 1, 2), v petih 
različnih tkivih (mladi in stari listi, cvetovi, storžki in korenine) in osmih časovnih točkah (od 
maja do decembra). Rastline smo mesečno vzorčili glede na posamezne razvojne faze hmelja 
(BBCH skala) v treh bioloških ponovitvah glede na posamezno oceno. V obolelih rastlinah 
(ocena 2 in 1) sta bila prisotna CBCVd in HLVd, v nesimptomatičnih (ocena 0) pa le HLVd. 
Titer viroidov CBCVd in HLVd v posameznih tkivih smo določili z uporabo relativne 
kvantifikacije, glede na dva referenčna gena. 
3.12.1 Potek vzorčenja  
Rastline smo v raziskovalnem hmeljišču mesečno vzorčili od maja do decembra 2015 (8 
časovnih točk) glede na posamezne razvojne faze hmelja (BBCH skala, priloga F) (pregl. 11). 
Pred vzorčenjem smo glede na vizualne določitve iz leta 2014 izbrali po 6 rastlin (ocena 0, 1, 
2) ter jih na CBCVd in HLVd testirali z RT-PCR. Vzorčenje je potekalo skozi celo rastno dobo 
hmelja, od prvega odganjajo po rezi (BBCH 13) do dormance (BBCH 97), ko so bile za 
vzorčenje na voljo samo še korenine. V posamezni časovni točki smo vzorčili tkiva, ki so bila 
takrat razvita, zato smo cvet vzorčili samo julija, storžke pa od avgusta do novembra.  
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Preglednica 11: Potek vzorčenja hmelja glede na razvojne faze (BBCH). Pri vsaki časovni točki je podano 
vzorčeno tkivo in opis bolezenskih znamenj. 
Table 11: Hop sampling regardless of the develoment phase (BBCH). At each time point sampled tissue and a 
description of the disease symptoms are given.  
Datum 
vzorčenja 
BBCH 
skala 
Razvojna faza 
nesimptomatičnih rastlin 
Vzorčeno 
tkivo* 
Bolezenska znamenja 
6. 5. 2015 13 Razvit je tretji par listov ML, K zaostajanje v rasti 
5. 6. 2015 36 Poganjki dosežejo dolžino 
60 % višine žičnice 
SL, ML, K  
16. 7. 2015 64 Približno 40 % cvetov je 
odprtih 
SL, ML, C, K mehurjavost listov, ki vihajo 
robove navzdol, cvetovi razviti, 
krajši internodiji, odvijanje trt od 
opore, 
majhni in nepravilno razviti 
storžki, pokanje primarnih trt, 
suha trohnoba korenike, listi so 
krhki in rumeni 
10. 8. 2015 81 Začetek dozorevanja, 
kompaktnih je 10 % 
storžkov 
SL, ML, S, K 
9. 9. 2015 89 Storžki so dozoreli za 
obiranje 
SL, ML, S, K 
13. 10. 2015 92 Prezrelost SL, ML, S, K 
4. 11. 2015 92 Prezrelost SL, ML, S, K 
9. 12. 2015 97 Mirovanje  K 
* C, cvet; K, korenine; ML, mladi listi; SL, stari listi; S, storžek 
Vzorčili smo 4–6 listov, 8–10 cvetov ali storžkov na rastlino, pri čemer smo vzorce nabrali iz 
različnih višin in združili v en homogen vzorec za posamezno tkivo. V primeru korenin smo 
vzorčili različno diferencirano tkivo, od glavne do stranskih korenin, ki smo jih združili v en 
vzorec. Iz svežih vzorcev (100 mg tkiva) smo z uporabo terilnic RNA izolirali s kompletom 
reagentov SPT (Sigma-Aldrich). Vzorcem smo koncentracijo in kakovost RNA določili z 
inštrumentom BioPhotometer D30 in nanosom na 1 % agarozni gel ter jih shranili pri -70 °C. 
Poleg vzorčenja smo rastlinam ocenili bolezenska znamenja in jih izmerili (poglavje 3.10.1). 
Za analizo smo izbrali po tri rastline glede na skalo obolelosti, ker so nekatere izmed vzorčenih 
v času raziskave propadle. V času dormance (od oktobra do decembra) smo imeli težave z nižjo 
kakovostjo RNA, zato je bilo med analizo podatkov nekaj vzorcev izločenih. Zaradi lažje 
analize podatkov smo cvet in storžke obravnavali skupaj kot generativne organe. 
3.12.2 Kvantifikacija viroidov v hmelju z dRT-qPCR 
Relativno kvantifikacijo viroidov smo izrazili kot razmerje (r) med koncentracijo viroida v 
posameznem vzorcu in v izbranem kontrolnem vzorcu glede na referenco, kot je opisano v Jež 
Krebelj in sod. (2015). Z RT-qPCR za sočasno določanje dveh tarč (dRT-qPCR) smo poleg 
viroidov pomnožili referenčna gena (CBCVd + mRNA1192, HLVd + mRNA170), ki smo ju 
izbrali glede na rezultate programa RefFinder (poglavje 3.11.2). Reakcijo dRT-qPCR smo 
izvedli kot za mRT-qPCR (poglavje 3.11.2) v treh tehničnih ponovitvah na vzorec.  
Z reakcijami dRT-qPCR smo analizirali serijo redčitev (150 ng, 100 ng, 50 ng, 25 ng, 10 ng, 5 
ng) na vzorcih iz vseh tkiv in iz Cq-vrednosti določili učinkovitost pomnoževanja (enačba 1) 
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ter optimalno koncentracijo vzorcev. Glede na rezultate smo vse vzorce redčili na enako 
koncentracijo (25 ng/reakcijo) in redčitve vzorcev upoštevali pri končnem izračunu. Relativno 
kvantifikacijo (r) viroida smo izrazili kot razmerje med posameznim viroidom (CBCVd ali 
HLVd) in referenco (povprečje Cq-vrednosti za mRNA1192 in mRNA170) (enačba 2). Za 
posamezen vzorec smo od Cq-vrednosti viroida odšteli kontrolo (ΔCq viroid (kontrola-
vzorec)), ki je bila izražena kot povprečje Cq-vrednosti glede na posamezno tkivo. Cq-vrednosti 
smo normalizirali glede na povprečno vrednost obeh referenčnih genov (ΔCq referenca 
(kontrola-vzorec)) (Jež Krebelj in sod., 2015).  
Relativno razmerje (enačba 2) je bilo enako količini viroida v vsakem vzorcu in je bilo 
izračunano na osnovi vrednosti E za vsak vzorec, pri čemer smo upoštevali različne 
učinkovitosti pomnoževanja za viroide in referenčne gene. Variabilnost titra viroidov smo 
izrazili s koeficientom variance (CV [%]) (Osman in sod., 2017). Statistično značilne razlike 
med posameznimi vzorci smo določili z uporabo programa Statgraphics Centurion 18.1.12 z 
enosmerno ANOVO in Duncan testom mnogoterih primerjav s faktorjem zaupanja p ≤ 0,05. 
                                                             … (2)  
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4 REZULTATI 
4.1 PREIZKUŠANJE METOD ZA UMETNO OKUŽEVANJE RASTLIN Z VIROIDI 
4.1.1 Metode umetnega okuževanje rastlin s CBCVd 
Glede na rezultate preizkušanja metod okuževanja (pregl. 12) lahko sklepamo, da je za CBCVd 
najboljša indikatorska rastlina paradižnik Heinz 1370 in zanj najboljša metoda okuževanja 
injiciranje z uporabo izvlečka RNA. Skupno je bila za testne rastline najboljša metoda 
okuževanja z razmazom surovega rastlinskega soka, kjer smo uspešno okužili kumare, 
paradižnik in jajčevec. Pri paradižniku se je kot enako uspešna izkazala metoda okuževanja z 
uporabo TNA, medtem ko se je kot neprimerna izkazala uporaba soka v fosfatnem pufru. 
Skupno smo od 200 inokuliranih rastlin uspešno okužili 15 rastlin, od tega 2 kumari, sorta 
Pariški kornišon, 1 kumaro, sorta Levine F1, 7 paradižnikov, sorta Heinz 1370, 4 paradižnike, 
sorta Marmande in 1 jajčevec, sorta Halflange Violette. Vse kontrolne rastline so bile negativne 
na CBCVd. 
Preglednica 12: Primerjeva metod za umetno okuževanje s CBCVd na kumarah, paradižniku in jajčevcih. 
Table 12: Comparison of methods for artificial inoculation with CBCVd on cucumbers, tomato and eggplant. 
 Število okuženih rastlin/ število inokuliranih rastlin 
Obravnavanje 
Kumare 
Pariški 
kornišon 
Kumare 
Levine 
F1 
Paradižnik 
Heinz 1370 
Paradižnik 
Marmande 
Jajčevec 
Halflange 
Violette 
Št. okuženih 
rastlin/ št. 
inokuliranih 
rastlin 
Razmaz rastlinskega soka 2/10 1/10 2/10 1/10 1/10 7/50 
Razmaz soka v fosfatnem 
pufru 
0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/50 
Injiciranje TNA 0/10 0/10 2/10 1/10 0/10 3/50 
Injiciranje RNA 0/10 0/10 3/10 2/10 0/10 5/50 
Št. okuženih rastlin/ št. 
inokuliranih rastlin 
2/40 1/40 7/40 4/40 1/40 15/200 
Rastline smo spremljali 16 tednov po okužbi in v tem času nismo zaznali vidnih bolezenskih 
znamenj. Pri kumarah smo na plodovih opazili nenavadno zbitost, zgubanost in zvijanje, vendar 
so bila omenjena bolezenska znamenja prisotna tudi pri na CBCVd negativnih rastlinah, tako 
da znamenja pripisujemo fiziološkem stresu v rastlinjaku. Pri paradižniku sorte Heinz 1370 
prav tako nismo zaznali vidnih bolezenskih znamenj. 
V okviru preizkušanja injiciranja in razmaza štirih različnih inokulov na hmelju smo prvo 
vzorčenje izvedli 2 meseca (60 dpi) in drugo 4 mesece (120 dpi) po okužbi (pregl. 13). Po 2 
mesecih je bilo z uporabo injiciranja s TNA okuženih 60 % in z RNA 30 % rastlin. V primeru 
injiciranja smo z uporabo rastlinskega soka uspešno okužili 10 % rastlin, v primeru uporabe 
rastlinskega soka v fosfatnem pufru nam okužba ni uspela. V primeru injiciranja TNA in 
celokupne RNA je bila po 4 mesecih okužba 100 % (sl. 8). V primeru razmaza je bila okužba s 
CBCVd uspešna samo s TNA pri 10 % (pregl. 13). Od skupno inokuliranih 80 rastlin smo 
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uspešno okužili 22 rastlin, od tega 21 z uporabo injiciranja, pri katerih je bilo 2 meseca po 
okužbi pozitivnih le 10 rastlin. 
Preglednica 13: Rezultati okuževanja hmelja s CBCVd z injiciranjem in razmazem. 
Table 13: Results of hop infection with CBCVd using injection and rubbing. 
HMELJ 
 
Inokulum 
Št. okuženih rastlin/št. inokuliranih rastlin   
60 dpi*  120 dpi  
Injiciranje  Razmaz Injiciranje  Razmaz 
Surov rastlinski sok 1/10 0/10 1/10 0/10 
Rastlinski sok v fosfatnem pufru 0/10 0/10 0/10 0/10 
Celokupne nukleinske kisline (TNA) 6/10 1/10 10/10 1/10 
Izvleček celokupne RNA 3/10 0/10 10/10 0/10 
Št. okuženih rastlin/ št. inokuliranih rastlin 10/40 1/40 21/40 1/40 
*dpi, število dni po okužbi (ang. Days post infection) 
 
Slika 8: Analiza RT-PCR rezultatov na 2 % agaroznem gelu za hmelj, okuženim s CBCVd z injiciranjem 
viroidnega inokuluma 120 dpi. Pozitiven signal je pomnožen fragment viroida CBCVd velikosti 284 bp (puščica). 
Od 1 do 7: zdrav hmelj. Od 8 do 17: hmelj okužen z injiciranjem rastlinskega soka (1 okužena rastlina). Od 18 do 
27: hmelj okužen z injiciranjem rastlinskega soka v fosfatnem pufru (brez okužbe). Od 28 do 37: hmelj okužen z 
injiciranjem TNA izoliranih po CTAB-metodi (100 % okužba). Od 38 do 47: hmelj okužen z injiciranjem 
celokupne RNA (100 % okužba). Oznaka 48: pozitivna kontrola. Oznaka 49: negativna kontrola. 
Figure 8: Analysis of RT-PCR results on a 2 % agarose gel for hops infected with CBCVd using injection of viroid 
inoculum 120 dpi. Positive signal is an amplified fragment of the 284 bp CBCVd viroid (arrow). From 1 to 7: 
healthy hops. From 8 to 17: hops infected with injection of plant extracts (1 infected plant). From 18 to 27: hops 
infected with injection of plant extracts in phosphate buffer (no infection). From 28 to 37: hops infected with 
injection of TNA isolated using CTAB method (100 % infection). From 38 to 47: hops infected with injection of 
total RNA (100 % infection). Number 48: Positive control. Number 49: Negative control.  
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4.1.2 Umetno okuževanje rastlin z zaporedji monomera in dimerov viroida CBCVd 
4.1.2.1 Načrtovanje monomera in dimerov CBCVd 
Zaporedje za vnos v plazmid smo načrtovali glede na sekundarno strukturo, ki je bila v primeru 
monomera in dimera 2016 paličasta, v primeru dimera 2015 pa zelo razvejana, čeprav smo 
samemu zaporedju dodali samo 6 nukleotidov (CCCGGG) (pregl. 14). Mesto vnosa v plazmid 
smo izbrali glede na restrikcijske encime in je bilo v primeru dimera 2015 na mestu 714, kjer 
reže SmaI, v primeru monomera in dimera 2016 pa na mestu 652, kjer reže KpnI.  
Preglednica 14: Zaporedje monomera in dimerov viroida CBCVd s sekundano strukturo. Razlika med dimeroma 
je podčrtana. 
Table 14: Sequence of monomer and dimers of CBCVd viroid with secundary structure. Difference in dimers is 
underlined. 
Zaporedje monomera/dimera CBCVd 5'–3' Sekundarna struktura 
>CBCVd monomer 
CCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCG
GAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCG
CGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAA
TAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTT
GAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATC 
 
>CBCVd dimer 2015 
ATCCCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCA
CCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCT
TCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTT
AAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAG
CTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGC
CGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCA
CATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTG
GGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCT
CTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCCCCGGGGAA  
>CBCVd dimer 2016 
CCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCG
GAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCG
CGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAA
TAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTT
GAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCCCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGG
CGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCT
CCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTC
TTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATT
TCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATC  
4.1.2.2 Določanje nukleotidnega zaporedja 
Nukleotidno zaporedje plazmidov z insertom (monomer/dimer) smo analizirali z uporabo 
programa CodoneCode Aligner, poravnave pa izvedli s programom Clustal Omega (EMBL-
EBI). Poravnave analiziranih zaporedij so se 100 % ujemale z načrtovanimi zaporedji 
monomera in dimerov viroida CBCVd (priloga J). 
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4.1.2.3 Linearizacija in čiščenje plazmidov 
Uspešnost restrikcije encimov NotI in ApaI smo preverili z vizualizacijo na 0,9 % agaroznem 
gelu (sl. 9). Cel plazmid brez delovanja restrikcijskih encimov namreč zaradi krožne strukture 
v gelu potuje hitreje in se vizualno loči od lineariziranega plazmida, ki zaradi linearne strukture 
potuje počasneje. Hkrati se zaradi razlike v velikosti monomera in dimera lahko na gelu loči 
tudi monomer, ki je nekoliko krajši (sl. 9, št. 5). Iz slike 9 je tako razvidno, da je restrikcija 
uspešno potekla in da je plazmid primeren za uporabo pri prepisu DNA v RNA.  
 
Slika 9: Vizualizacija linearizacije plazmidov z 
restrikcijskimi encimi na 0,9 % agaroznem gelu. 
Številka 1 predstavlja cel plazmid, številke od 2 do 
6 linearizirane plazmide, od katerih je številka 5 
monomer CBCVd, ostali pa so dimeri CBCVd. 
Velikost markerja (M): 100 bp. 
Figure 9: Visualization of linearization of plasmids 
with restriction enzymes on 0.9 % agarose gel. 
Number 1 is whole plasmid, numbers from 2 to 6 
are linearized plasmids, of which number 5 is 
monomer CBCVd, and others are dimers CBCVd. 
Marker (M) size: 100 bp. 
 
 
 
Slika 10: Analiza velikosti monomera in dimerov 
CBCVd z uporabo inštrumenta 2100 BioAnalyzer. 
Vzorci: (1) dimer 2015, (4) monomer 2016, (5) dimer 
2016, (6) 10-krat redčen dimer 2015, (9) 10-krat redčen 
monomer 2016, (10) je 10-krat redčen dimer 2016. 
Vzorci (2), (3), (7) in (8) so dimer CBCVd, narejen na 
Češkem. Velikost markerja (L): 25–4000 nukleotidov.  
Figure 10: Analysis of monomer and dimers CBCVd 
sizes with instrument 2100 BioAnalyzer. (1) dimer 
2015, (4) monomer 2016, (5) dimer 2016, (6) 10 times 
dilluted dimer 2015, (9) 10 times dilluted monomer 
2016, (10) 10 times dilluted dimer 2016. Samples 
numbers (2), (3), (7) and (8) are CBCVd dimers 
designed in Czech Republic. Marker (L) size: 25–4000 
nucleotides. 
4.1.2.4 Prepis DNA v RNA s T7-polimerazo 
Glede na mesto vnosa monomera in dimerov viroida CBCVd, usmerjenosti plazmida 
pBluescript SK II (+) in mesta restrikcije smo za prepis DNA v RNA uporabili T7-polimerazo. 
Uspešnost prepisa smo preverili z uporabo kontrolnega plazmida pTRI-Xef ter mu na koncu 
izmerili koncentracijo in oceno čistosti (A260/280), ki je bila v okviru predvidene. 
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4.1.2.5 Meritve koncentracije in kakovosti RNA z inštrumentom Bioanalyzer 
Po prepisu DNA v RNA smo vzorcem določili kakovost in koncentracijo z uporabo inštrumenta 
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Analizirali smo tako ne-redčene, kot 10-krat redčene 
vzorce monomera in dimerov viroida CBCVd in jim določili koncentracije (pregl. 15). Poleg 
kakovosti smo dobili tudi informacijo o velikosti RNA (pregl. 15, sl. 10), iz katere lahko 
sklepamo, ali je prišlo do razreza na ustreznem mestu ali ne. 
Preglednica 15: Meritve koncentracije in velikosti RNA z uporabo inštrumenta 2100 BioAnalyzer. 
Table 15: Measurements of concentration and size of RNA with instrument 2100 BioAnalyzer. 
Iz rezultatov pričakovane in določene velikosti RNA (pregl. 15) je razvidno, da je bil razrez 
uspešen. Hkrati smo analizirali še dva vzorca dimerov CBCVd, narejenih s strani naših 
sodelavcev na Češkem (sl. 10, vzorci 2,3,7 in 8), ki smo jih želeli uporabiti za primerjavo, 
vendar je bilo glede na predvideno velikost, ki bi morala biti okrog 700 nt in ne manj kot 200 
nt razvidno, da do razreza ni prišlo na pravem mestu. Vzrok za nepravilen razrez je bil v uporabi 
drugega plazmida (pBlueScript SK (-)).  
4.1.2.6 Rezultati umetnega okuževanja z monomerom in dimeri CBCVd 
Z injiciranjem RNA v steblo smo okužili rastline hmelja, paradižnika in kumar. Rastline smo 
testirali na prisotnost CBCVd v časovni točki 85 dpi, hmelj pa dodatno še pri 370 dpi. Kot 
pozitivna kontrola okužbe nam je služil vzorec TNA, izoliran iz okuženega hmelja, pri katerem 
je bila okužba tako paradižnika kot hmelja 100 % (pregl. 16).  
Med analiziranimi vzorci monomera in dimerov se je kot najbolj infektiven paradižniku in 
hmelju pokazal dimer 2016 z enostavno paličasto strukturo, medtem ko na kumarah ni prišlo 
do okužbe. Tudi vzorec dimera 2015 je bil na hmelju 100 % uspešen, medtem ko je bila v 
primeru paradižnika in kumar okužba uspešna samo na eni rastlini. Inokulum na osnovi 
monomera CBCVd se je izkazal kot najmanj infektiven, saj smo v točki 85 dpi okužbo potrdili 
le pri 2 rastlinah paradižnika in hmelja, medtem ko se z monomerom ni okužila nobena kumara. 
Pri hmelju smo v točki 370 dpi pozitiven signal zaznali še pri eni rastlini, a je bila glede na 
ostale vzorce okužba vseeno manj uspešna. Hmelj smo analizirali tudi v točki 1085 dpi, kar je 
3 leta po okužbi, v tem času je propadla ena rastlina, ostale so bile okužene v enakem obsegu 
Vzorec koncentracija [ng/μl] pričakovana velikost [nt] določena dolžina [nt] 
Dimer CBCVd 2015  560 674 660 
Monomer CBCVd 2016  303 290 150 
Dimer CBCVd 2016  393 574 560 
Dimer CBCVd 2015, 10x redčitev 105 674 670 
Monomer CBCVd 2016, 10x redčitev 21 290 250 
Dimer CBCVd 2016, 10x redčitev 19 574 560 
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kot pri 370 dpi (pregl.16). V primeru negativne kontrole so bile vse analizirane rastline brez 
viroida CBCVd. Pri primerjavi vseh treh gostiteljev rezultati kažejo uspešno inokulacijo pri 
hmelju in paradižniku tako z monomerom kot z dimeroma, medtem ko so kumare glede na 
dobljene rezultate slabši gostitelj. Hmelj je bil zelo dovzeten za okužbo, potrdili smo tudi 
razliko v infektivnosti monomera in dimerov, kjer je bila uspešnost okužbe 60 % oziroma 100 
%.  
Preglednica 16: Rezultati RT-PCR po umetni okužbi z monomerom in dimeroma viroida CBCVd. Število 
okuženih rastlin glede na število inokuliranih rastlin za paradižnik, kumare in hmelj (85, 370 in 1085dpi). 
Table 16: Results of RT-PCR after mechanical inoculation with monomer and dimers of viroid CBCVd. Number 
of infected plants according to number of inoculated plants for tomato, cucumbers and hop (85, 370 and 1085 dpi). 
 Število okuženih rastlin/ število inokuliranih rastlin 
Obravnavanje 
Paradižnik 
 85 dpi* 
Kumare 
85 dpi 
Hmelj  
85 dpi 
Hmelj  
370 dpi 
Hmelj  
1085 dpi 
Dimer CBCVd 2015 1/5 1/3 4/5 5/5 5/5 
Monomer CBCVd 2016  2/5 0/2 2/5 3/5 3/4 
Dimer CBCVd 2016 5/5 0/4 4/5 5/5 5/5 
Celokupne nukleinske kisline 5/5 2/5 5/5 5/5 5/5 
Negativna kontrola 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 
*dpi= število dni po okužbi (ang. days post infection) 
4.2 DOLOČANJE GOSTITELJSKE SPECIFIČNOSTI CBCVd 
S ciljem določitve gostiteljske specifičnosti za viroid CBCVd smo kot možne gostitelje 
analizirali različne plevelne vrste, ki rastejo v okuženih hmeljiščih in z viroidom CBCVd 
mehansko okužili potencialne gostitelje.  
4.2.1 Testiranje plevelnih vrst v okuženih hmeljiščih 
V okviru analize plevelnih vrst iz okuženih hmeljišč smo testirali 15 plevelnih vrst iz družin 
ščirovk, nebinovk, trav, portulakovk, križnic, dresnovk in klinčnic, skupaj 80 rastlin (pregl. 17). 
Vse rastline so rastle v neposredni bližini okuženih rastlin hmelja. Z RT-PCR smo pri beli 
metliki dobili šibek signal, ki ga s ponovnimi analizami nismo uspeli ponoviti. Vse testirane 
rastline so bile negativne na CBCVd. Analizirane rastline niso imele neposrednega stika z listi 
oziroma koreninami okuženega hmelja, zato smo nadaljnje raziskave izvajali z umetnimi 
okužbami v rastni komori. 
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Preglednica 17: Testiranje plevelnih vrst iz okuženih hmeljišč na prisotnost CBCVd. 
Table 17: Testing of weed species from infected hop field for the presence of CBCVd. 
Družina/ Vrsta Latinsko ime Število vzorčenih 
rastlin 
Število okuženih 
rastlin 
Ščirovke Amaranthaceae   
Bela metlika Chenopodium album 17 0 
Srhkodlakav ščir Amaranthus retroflexus 11 0 
Nebinovke Asteraceae   
Njivski osat Cirsium arvense 4 0 
Drobnocvetni rogovilček Galinsoga parviflora 12 0 
Navadna škrbinka Sonchus oleraceus 1 0 
Njivska škrbinka Sonchus arvensis 2 0 
Trave Poaceae   
Enoletna latovka Poa annua 8 0 
Navadna kostreba Echinochloa crus-galli 4 0 
Krvavordeča srakonja Digitaria sanguinalis 3 0 
Portulakovke Portulacaceae   
Navadni tolščak Portulaca oleracea 1 0 
Križnice Brassiaceae   
Navadni plešec Capsella bursa-pastoris 4 0 
Navadna ogrščica Brassica napus  3 0 
Dresnovke Polygonaceae   
Topolistna kislica Rumex obtusifolius 1 0 
Breskovolistna dresen Polygonum persicaria 4 0 
Klinčnice Caryophyllaceae   
Navadna zvezdica Stellaria media 5 0 
4.2.2 Umetno okuževanje 
Krog gostiteljev viroida CBCVd smo določili z mehanskimi okužbami 6 vrst vrtnin in poljščin 
(priloga Č), 7 sadnih vrst (priloga D) in 20 plevelnih vrst (priloga E). Glede na rezultate 
predhodnih poskusov smo se odločili za umetno okuževanje na osnovi injiciranja TNA in 
razmaza surovega rastlinskega soka. Raziskava je potekala v obdobju od 2014 do 2016, zato 
smo lahko trajnice inokulirali tudi do 10-krat, medtem ko smo pri enoletnicah inokulacijo 
ponovili vsaj 2-krat (pregl. 18). Jajčevec, paradižnik in navadno kumaro smo uspešno okužili v 
10 % do 20 %. Med ostalimi vrtninami in poljščinami kot tudi sadnimi vrstami nismo potrdili 
novih gostiteljev viroida CBCVd. Šibke signale viroida CBCVd smo zaznali v primeru vinske 
trte, jablane in navadne konoplje, vendar okužbe z nadaljnjimi analizami nismo potrdili.   
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Preglednica 18: Umetno okuževanje vrtnin, poljščin, sadnih in plevelnih vrst s CBCVd.  
Table18: Artificial CBCVd inoculation of vegetables, crops, fruit and weeds. 
Družina/vrsta Latinsko ime Sorta  Število inokulacij Okužba* 
Razhudnikovke Solanaceae    
Jajčevec Solanum melongena  Halflange Violette  4 1/10 
Paradižnik Solanum lycopersicum Heniz 1370 2 2/10 
Krompir Solanum tuberosum KIS Krka 5 - 
Pasje zelišče Solanum nigrum  2 - 
Grenkoslad Solanum dulcamara  8 5/10 
Bučevke Cucurbutaceae    
Navadna kumara Cucumis sativus Chornichon de Paris 3 2/10 
Metulnjice Fabaceae    
Navadni fižol Phaseolus vulgaris Supernano Giallo 6 - 
Konopljevke  Cannabaceae    
Navadna konoplja Cannabis sativa Finola 5 -** 
Vinikovke  Vitaceae    
Vinska trta Vitis vinifera Nero 8 - 
  Chardonnay 3  - 
  Modra frankinja 
 
2 - 
  sejanec Jurka 5 - 
Rožnice  Rosaceae    
Jablana  Malus domestica Opal  10 - 
  sejanec Beličnik 2 - 
Hruška Pyrus communis Hardijeva 10 - 
  sejanec 2 - 
Sliva Prunus domestica Valjevka 9 - 
Breskva Prunus persica Redhaven 8 - 
Marelica Prunus armeniaca Ogrska 10 - 
  sejanec 2 - 
Malina Rubus idaeus Sugana 9 - 
Nebinovke Asteraceae    
Njivski osat Cirsium arvense  2 - 
Drobnocvetni rogovilček Galinsoga parviflora  4 - 
Njivska pasja kamilica 
 
Anthemis arvensis  2 - 
   
se nadaljuje 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
66 
 
*število rastlin s CBCVd uspešno okužbo/število vseh okuženih rastlin, CBCVd ni prisoten (-) 
**HLVd uspešna okužba 
 
Z umetnimi okužbami 20 najpogosteje zastopanih plevelnih vrst na območjih pridelave hmelja 
smo pokazali, da lahko CBCVd med temi uspešno okuži le grenkoslad (Solanum dulcamara), 
pri katerem smo potrdili okužbo pri 5 od 10 rastlin (pregl. 18). Okužene rastline niso imele 
vidnih bolezenskih znamenj, nekatere med njimi so zaostajale v rasti, vendar je bila to 
najverjetneje posledica fiziološkega stresa v rastlinjaku (sl. 11).  
nadaljevanje Preglednice 18    
Družina/vrsta Latinsko ime Sorta  Število inokulacij Okužba* 
Ščirovke Amaranthaceae    
Bela metlika 
 
Chenopodium album   2 - 
Srhkodlakavi ščir 
 
Amaranthus retroflexus  3 - 
Dresnovke Polygonaceae    
Topolistna kislica Rumex obtusifolius   2 - 
Breskovolistna dresen Polygonum persicaria  2 - 
Trave Poaceae    
Plazeča pirnica Agropyron repens  2 - 
Navadna kostreba Echinochloa crus-galli  2 - 
Slakovke Convolvulaceae    
Njivski slak Convolvulus arvensis  2 - 
Koprivovke Urticaceae    
Velika kopriva Urtica dioica  6 - 
Križnice Brassiaceae    
Navadni plešec Capsella bursa-pastoris  3 - 
Navadni hren Armoracia rusticana  2 - 
Klinčnice Caryophyllaceae    
Navadna zvezdica 
 
Stellaria media  2 - 
Ustnatice Lamiaceae    
Škrlatnordeča mrtva 
kopriva 
Lamium purpureum  2 - 
Zlatičevke Ranunculaceae    
Plazeča zlatica Ranunculus repens  2 - 
Srhkolistovke Boraginaceae    
Navadni gabez Symphytum officinale  3 - 
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Slika 11: Umetno inokulirane rastline grenkoslada. (levo) Rastline inokuliranega grenkoslada avgusta 2015. 
(desno) Rastline neokuženega in okuženega (puščica) grenkoslada maja 2020. 
Figure 11: Artificial inoculated plants of woody nightshade. (left) Plants of inoculated woody nightshade in August 
2015. (right) Plants of noninfected and infected (arrow) woody nightshade in May 2020.  
Vse potencialne gostitelje viroida CBCVd smo z RT-PCR analizirali tudi na HLVd, ker je bil 
prisoten v inokulumu okuženih donorskih rastlin (CBCVd + HLVd). V primeru navadne 
konoplje smo v eni rastlini potrdili okužbo s HLVd (24/9, sl. 12), kar se ujema z nedavno 
objavljenimi rezultati naravne okužbe konoplje s HLVd (Bektas in sod., 2019; Warren in sod., 
2019). Bolezenska znamenja okužbe s HLVd so zaostajanje v rasti, rumenjenje listov, krhko 
steblo in zmanjšan pridelek. Rastlina, pozitivna na HLVd, je imela zbito rast, vendar le-ta ni 
odstopala od ostalih, ki niso bile okužene, tako da o pojavu bolezenskih znamenj pri umetni 
okužbi ne moremo govoriti (sl. 12).  
Vse pozitivne okužbe gostiteljev s CBCVd in HLVd smo potrdili z določanjem nukleotidnega 
zaporedja po Sanger metodi. Določena zaporedja so se tako za CBCVd kot za HLVd v 100 % 
ujemala z različico iz hmelja. V primeru grenkoslada smo želeli analizirati infektivnost, tako 
da smo 5 rastlin hmelja okužili z injiciranjem TNA, izoliranih iz okuženega grenkoslada. Ker 
v času okužbe (junij 2019) rastline grenkoslada niso imele močnih pozitivnih signalov, nam 
okužba hmelja ni uspela, tako da nam infektivnost viroida v grenkosladu še ni poznana. 
  
Slika 12: Umetno inokulirane rastline navadne konoplje. (levo) Okužena konoplja avgusta 2015. (desno) Rastline 
konoplje oktobra 2015, HLVd pozitivna rastlina je desno zgoraj (24/9, puščica) (60 dpi). 
Figure 12: Artificial infection of weed plant. (left) Infected weed in August 2015. (right) Plants of weed in October 
2015, HLVd positive plant is at the top right (24/9, arrow) (60 dpi).  
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4.3 DOLOČANJE STABILNOSTI CBCVd V OSTANKIH RASTLIN IN TLEH 
Z namenom določitve stabilnosti CBCVd v ostankih uničenih rastlin in tleh smo prisotnost 
CBCVd določali v različnih tkivih hmelja, ki smo ga mehansko odrezali, tretirali s herbicidom 
oziroma zakopali v tla. Na ta način smo proučili kritične točke ohranjanja CBCVd v ostankih 
okuženih rastlin po obiranju in krčenju nasadov.  
4.3.1 Določanje stabilnosti CBCVd v ostankih uničenih rastlin 
S poskusom stabilnosti v uničenih rastlinah smo želeli pokazati, ali aplikacija neselektivnega 
herbicida vpliva na hitrejši propad tkiva in posledično stabilnost CBCVd kot sam odrez. V 
primeru odreza so bile rastline po štirih dneh ocenjene s 5, ker je tkivo propadlo v več kot 80 
% (priloga K). Pri tretiranju s herbicidom je po štirih dneh 4/5 rastlin imele propadlo tkivo med 
21–40 % (ocena 2), ena od rastlin pa je bila ocenjena s 3 (41–60 %). Po devetih dneh so propadle 
vse rastline, tako da so bile ocenjene s 5 (priloga K). Šest tednov po tretiranju rastlin s 
herbicidom in po mehanskem odrezu CBCVd v nadzemnih delih rastlin nismo več zaznali 
(priloga K). V primeru mehanskega odreza smo viroid najdlje zaznali v trtah (42 dni), 1 teden 
manj v storžkih (36 dni) in najmanj v listih (9 dni) (sl. 13). Tudi v primeru uporabe herbicida 
je bil viroid najmanj časa prisoten v listih (9 dni), vendar dlje časa v storžkih (42 dni) kot v trti 
(36 dni) (sl. 13).  
Stabilnost viroida CBCVd v listju je bila pri stopnji zaupanja p ≤ 0,05 statistično značilno 
manjša glede na trto in storžke, tako v primeru mehanskega odreza kot tudi pri tretiranju s 
herbicidom (sl. 13). Med posameznima načinoma tretiranja rastlin (mehansko/herbicidno) pri 
stopnji zaupanja p ≤ 0,05 ni bilo statistično značilnih razlik, viroid pa smo glede na ponovitve 
večkrat zaznali v rastlinah, ki so bile mehansko odrezane.  
  
Slika 13: Stabilnost CBCVd v nadzemnih ostankih uničenih rastlin. (levo) Stabilnost glede na tkivo. (desno) 
Stabilnost glede na tretiranje. 
Figure 13: Stability of CBCVd in hop remains above ground. (left) Tissue stability. (right) Treatment stability. 
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Pri rastlinah, kjer je bil uporabljen herbicid, je bila hitrost razgradnje tkiva v podzemnem delu 
veliko intenzivnejša in zato slabša stabilnost viroida CBCVd (priloga L). Pri tretiranju s 
herbicidom smo CBCVd po 6 mesecih zaznali le pri 1 rastlini v glavni koreniki, ker edina ni 
popolnoma propadla, v stranskih poganjkih in štoru pa je bil prisoten do 2 mesecev (priloga L). 
Po 7 mesecih pri tretiranju s herbicidom so vse korenine, z izjemo štora, propadle (sl. 14). Eno 
leto od tretiranja s herbicidom so propadle vse korenine. V podzemnem delu mehansko 
odrezanih rastlin smo po 6 mesecih CBCVd zaznali v koreninah vseh rastlin, v stranskih 
poganjkih, glavni korenini in belih nediferenciranih delih, viroida pa ni bilo v štoru (priloga L). 
Tudi po 7 mesecih smo viroid zaznali v vseh podzemnih delih rastlin, ki so vidno propadle 
zaradi razvoja suhe trohnobe (sl. 14). V primeru mehanskega odreza smo po 1 letu vzorčili tudi 
korenine in novo nastale poganjke rastline, ki je preživela, in v njej potrdili prisotnost viroida 
CBCVd. Ostale mehansko odrezane rastline so zaradi razvoja suhe trohnobe, pogostega 
vzorčenja in preselitve v lončni poskus po 1 letu imele propadle korenine, ki so bile negativne 
na CBCVd.  
   
Slika 14: Določanje stabilnosti CBCVd v podzemnem delu uničenih rastlin hmelja. (levo) Podzemni del hmelja 7 
mesecev po tretiranju s herbicidom. (sredina) Podzemni del hmelja 7 mesecev po mehanskem odrezu. (desno) 
Podzemni del nesimptomatičnih rastlin 7 mesecev po začetku poskusa. 
Figure 14: Determination of CBCVd stability in underground parts of hop plant remains. (left) Underground parts 
of hop 7 months after herbicide treatment. (center) Underground parts of hop 7 months after mechanical cut. (right) 
Underground parts of nonsymptomatic plants 7 months after the beginning of the experiment. 
4.3.2 Določanje stabilnosti CBCVd v ostankih okuženih rastlin v tleh 
Analize so pokazale, da lahko CBCVd v ostankih okuženih rastlin v tleh preživi do 250 dni 
(pregl. 19). Do časovne točke 180 dni smo zaznavali močne PCR signale, po 210 dneh pa je 
intenziteta pričela postopoma padati. Največjo stabilnost CBCVd smo zaznali v storžkih in trti 
(do 250 dni), najmanjšo pa v listih (do 30 dni), ki so se tudi najhitreje in najbolj razgradili (sl. 
15). V vzorcih, ki so bili v tleh več mesecev, je od listov ostal samo še žilni sistem, zato so bili 
tudi ob analizi kakovosti RNA signali slabši. Stabilnost CBCVd je bila v listju pri stopnji 
zaupanja p ≤ 0,05 statistično značilno manjša kot pri trti in storžkih (pregl. 19). 
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Slika 15: Tkivo hmelja, okuženo s CBCVd (listi, storžki, trte), ki je bilo v tleh zakopano 90 dni. 
Figure 15: Hop tissue infected with CBCVd (leaves, cones, steams), which was buried in the soil for 90 days. 
Preglednica 19: Rezultati prisotnosti CBCVd v tkivih hmelja (trta, list, storžek), zakopanih v tleh. 
Table 19: Results of CBCVd presence in hop tissue (steam, leaf, cone) buried in the soil. 
Št. dni po zakopu Trtaa Listb Storžeka 
30 + + + 
90 + - + 
120 + - - 
155 + - + 
180 + - + 
210 + - + 
250 +  - + 
310 - - - 
380 - - - 
+, pozitiven signal; -, negativen signal 
a,bmed tkivi (trta, storžek), označenimi z enako črko, ni statistično značilnih razlik pri stopnji zaupanja p ≤ 0,05. 
4.4 ANALIZA ŠIRJENJA HUDE VIROIDNE ZAKRNELOSTI HMELJA 
Analizo širjenja bolezni hude viroidne zakrnelosti hmelja smo naredili za obdobje med leti 2011 
in 2017 (sl. 16, 17). V tem obdobju je okužba napredovala za več kot 50 %, število obolelih 
rastlin se je iz 6,14 % povečalo na 14,74 % (pregl. 20, sl. 16). Največje je bilo povečanje v 
odstotku propadlih rastlin, ki je iz 0,49 % skočil na 43 %, ker je na leto lahko propadlo tudi do 
50 rastlin (pregl. 20, sl. 16). Skupno število obolelih rastlin (ocena 1 + ocena 2) in propadlih 
rastlin se je v povprečju na leto povišalo za 10 % (pregl. 20, sl. 17).  
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Preglednica 20: Analiza širjenja bolezni hude viroidne zaknelosti hmelja med leti 2011 in 2017. Za posamezno 
stopnjo obolelosti (ocena 0= nesimptomatične, ocena 1= manj obolele, ocena 2= zelo obolele) in prazna mesta je 
podano število rastlin in odstotek glede na vse rastline v hmeljišču.  
Table 20: Analysis of severe hop stunt disease spread 2011 – 2017. For each infection level (score 0= 
nonsymptomatic, score 1= minor symptoms, score 2= severe symptoms) and empty places, number of plants and 
procentage with respect to all plants in the field is given.  
 Ocena 0 Ocena 1 Ocena 2 
Obolele 
rastline (ocena 
1 + 2) 
Prazna mesta 
Obolele 
rastline + 
prazna mesta 
Leto 
Št. 
rastlin* 
% 
Št. 
rastlin 
% 
Št. 
rastlin 
% 
Št. 
rastlin 
% 
Št. 
rastlin 
% 
Št. 
rastlin 
% 
2011 380 93,37 2 0,49 23 5,65 25 6,14 2 0,49 27 6,63 
2012 359 88,21 16 3,93 27 6,63 43 10,57 5 1,23 48 11,79 
2013 320 78,62 17 4,18 46 11,30 63 15,48 24 5,90 87 21,38 
2014 280 68,80 12 2,95 41 10,07 53 13,02 74 18,18 127 31,20 
2015 256 62,90 18 4,42 33 8,11 51 12,53 100 24,57 151 37,10 
2016 209 51,35 21 5,16 29 7,13 50 12,29 148 36,36 198 48,65 
2017 172 42,26 32 7,86 28 6,88 60 14,74 175 43,00 235 57,74 
*Št. rastlin, število rastlin glede na stopnjo obolelosti; %, odstotek glede na skupno število rastlin hmelja (407) 
Število obolelih rastlin je po letu 2012 primerljivo naraščalo, vendar ni bilo konstantno, ker so 
rastline z oceno 2 zelo hitro propadale (sl. 16, 17). V sedmih letih analize širjenja bolezni se je 
število obolelih rastlin (obolele + prazna mesta) povečalo iz 27 na 235 oziroma iz 6,63 % 
naraslo na 57,74 % (sl. 16). Bolezen se je na začetku (2011–2012) pojavljala na robovih 
hmeljišča in se postopoma širila proti notranjosti. Širjenje je bilo najhitrejše znotraj vrste, 
postopoma pa se je bolezen razširila tudi med sosednimi vrstami. Hitrost širjenja bolezni je bila 
v povprečju 8,5 % (št. obolelih rastlin/ leto) pri upoštevanju obolelih in propadlih rastlin.  
  
Slika 16: Širjenje hude viroidne zakrnelosti hmelja med leti 2011 in 2017. Ocena 0 so nesimptomatične, ocena 1 
so manj in ocena 2 so zelo obolele rastline. Kot prazna mesta so označene propadle rastline. 
Figure 16: Spread of severe hop stunt disease 2011 - 2017. Score 0 are nonsymptomatic plants, score 1 are minor 
and score 2 are severe symptoms plants. »prazna mesta« signify dead plants. 
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Slika 17: Analiza širjenja bolezni hude viroidne zakrnelosti hmelja v raziskovalnem hmeljišču med leti 2011 in 
2017. Za posamezno leto je podana stopnja obolelosti v odstotkih. Rastline so obarvane glede na stopnjo obolelosti, 
z zeleno so označene nesimptomatične, z oranžno manj obolele, z rdečo zelo obolele in s temno rdečo propadle 
rastline. 
Figure 16: Analysis of spread of severe hop stunt disease in research hop filed 2011 - 2017. For each year percent 
of infection rate is given. Plants are coloured with regards to infection rate, green are nonsymptomatic plants, 
orange are plants with minor symptoms, red is for severe symptoms and dark red is for dead plants.  
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4.5 VPLIV HUDE VIROIDNE ZAKRNELOSTI HMELJA NA PRIDELEK 
Bolezenska znamenja hude viroidne zakrnelosti imajo največji vpliv na rast hmelja, zato smo z 
namenom določitve vpliva bolezni na pridelek merili višino hmelja glede na stopnjo obolelosti. 
Poleg količine je pri pridelavi hmelja najpomembnejša kakovost storžkov, zato smo storžkom 
iz različno obolelih rastlin določili kakovostne parametre.  
4.5.1 Meritve višine rastlin 
V hmeljišču smo prva izrazita bolezenska znamenja opazili v začetku meseca junija oziroma v 
fenološki fazi BBCH 35-36 (BBCH skala, priloga F) (pregl. 21). Obolele rastline so zaostajale 
v rasti, čeprav so spomladi normalno odgnale. Slabše so odganjale rastline z oceno 2, ki so bile 
okužene že dlje časa in zaradi okužbe že močno oslabljene. V tem primeru smo zaostajanje in 
slabšo rast opazili že v zgodnejših fazah razvoja (BBCH 18) (pregl. 21). Z nadaljevanjem 
vegetacije (BBCH 37) se je pojav bolezenskih znamenj stopnjeval, listi so pri oceni 1 in 2 vihali 
robove navzdol, bili krhki, manjši in mehurjasti. Ker so se na trtah slabše razvile oprijemalne 
dlačice, so se obolele rastline odklanjale od opore in težje vzpenjale po njej. Ko so 
nesimptomatične rastline dosegle vrh (BBCH 38), so bila bolezenska znamenja pri oceni 2 še 
bolj opazna, predvsem izrazito krajšanje in zbitost vmesnih členkov glavnih trt ter stranskih 
poganjkov. Obolele rastline (ocena 2, 1) niso dosegle vrha, začetek julija so že imele razvite 
cvetove, ker so cvetele pred nesimptomatičnimi. Konec julija (BBCH 68) so bili storžki izrazito 
majhni in lažji, z manjšim številom razvitih lupulinskih žlez, v primeru zelo prizadetih rastlin 
tudi nepravilno razviti. V avgustu (BBCH 81) je bilo vidno intenzivnejše pokanje primarnih trt 
in prizadeta tudi korenika, na kateri se je razvila suha trohnoba, ki je vodila v popolno odmrtje 
celotnega koreninskega sistema (priloga A). 
  
Slika 18: (levo) Meritve višine rastlin za leto 2015 in (desno) hitrost rasti hmelja glede na stopnjo obolelosti (ocena 
0= nesimptomatične, ocena 1= manj obolele, ocena 2= zelo obolele rastline). 
Figure 18: (left) Measurements of plant hights in year 2015 and (right) speed of hop growth according to infection 
level (score 0= nonsymptomatic, score 1= minor symptoms, score 2= severe symptoms). 
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Preglednica 21: Rezultati meritev višine in hitrosti rasti hmelja v posamezni razvojni fazi (BBCH) glede na stopnjo obolelosti (ocena 2, 1, 0). 
Table 21: Results of measurments of height and speed of growth of hops in each development stage (BBCH) with respect to the infection rate (score 2, 1, 0). 
    Višina** [cm] Hitrost rasti*** [cm/dan] 
Datum 
meritve 
BBCH 
skala* 
Razvojna faza 
nesimptomatičnih rastlin 
Bolezenska znamenja Ocena 2 Ocena 1 Ocena 0 Ocena 2 Ocena 1  Ocena 0  
19. 5. 
2015 
18 Razvitih je 8 parov listov Zaostajanje v rasti 75a 113a 198b - - - 
3. 6. 2015 35 Poganjki dosežejo dolžino 
50 % višine žičnice 
 93a 144a 351b 1,16a 2,08a 10,21b 
12. 6. 
2015 
36 Poganjki dosežejo dolžino 
60 % višine žičnice 
 110a 187a 472b 1,94a 4,76a 13,46b 
24. 6. 
2015 
37 Poganjki dosežejo dolžino 
70 % višine žičnice 
Majhni, mehurjasti listi, ki 
vihajo robove navzdol, 
odvijanje trt od opore. 
129a 241a 601b 1,54a 4,50a 10,71b 
8. 7. 2015 38 Rastline dosežejo vrh 
žičnice 
Cvetovi razviti, zbitost rastline 
s krajšimi internodiji. 
142a 262a 800b 0,96a 1,55a 14,24b 
24. 7. 
2015 
68 Približno 70 % cvetov je 
odprtih 
Majhni in nepravilno razviti 
storžki. 
148a 273a 800b 0,39a 0,77a - 
10. 8. 
2015 
81 Začetek dozorevanja, 
kompaktnih je 10 % 
storžkov 
Pokanje primarnih trt, suha 
trohnoba korenike, listi so 
krhki in rumeni. 
160a 286a 800b 0,71a 0,75a - 
*BBCH skala velja za oceno 0, za nesimptomatične rastline; Ocena 0 so nesimptomatične, ocena 1 so manj in ocena 2 so zelo obolele rastline. 
**povprečje višin 6 rastlin/ oceno 
*** hitrost rasti je izračunana glede na izmerjeno višino in število dni med posameznimi meritvami; -, ni podatka/pri oceni 0 pri BBCH 38 rastline dosežejo vrh, zato se rast ustavi 
a,bobravnavanja (ocena 0, 1, 2) označena z enakimi črkami se med seboj statistično ne razlikujejo pri stopnji zaupanja p ≤ 0,05  
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Nesimptomatične rastline so začetek julija (BBCH 38) dosegle vrh žičnice (8 m), obolele 
rastline (ocena 2 in 1) pa so rastle do avgusta. Rastline z oceno 2 so dosegle višino do 2 m, 
rastline z oceno 1 pa so v povprečju dosegle višino do 3 m (sl. 18). Med rastlinami z oceno 
1 in 2 ni bilo statistično značilne razlike (p ≤ 0,05), glede na oceno 0 pa je bila razlika v 
višini rastlin statistično značilno manjša. Prav tako je bila statistično značilna razlika (p ≤ 
0,05) med nesimptomatičnimi in obolelimi rastlinami v hitrosti rasti, med oceno 1 in 2 pa ni 
bila. Nesimptomatične rastline so na dan zrasle do 14 cm, medtem ko so rastline z oceno 1 
zrasle do 5 cm in rastline z oceno 2 do 2 cm (pregl. 21). Najbolj obolele rastline so dosegle 
le 20 % višine nesimptomatičnih in rastle 10-krat počasneje. Manj obolele rastline so v 
povprečju dosegle 35 % višine nesimptomatičnih in rastle 5-krat počasneje. Hitrost rasti se 
je vsem rastlinam upočasnila konec junija (BBCH 37) (sl. 18), vzrok so bile vremenske 
razmere. Konec junija je temperatura zraka padla za 5 °C, ker se je povečala količina 
padavin, ki jih je v tretji dekadi junija padlo 90 mm (priloga G). Enako se je hitrost rasti 
upočasnila konec julija (BBCH 68), ko so bile podobne vremenske razmere, nižje 
temperature in veliko dežja.  
4.5.2 Meritve in kemijska analiza storžkov 
Pri obolelih rastlinah (ocena 2, 1) so bile vse vrednosti nižje kot pri nesimptomatičnih 
rastlinah (ocena 0), vsebnost α-kislin je bila do 70 % nižja, β-kislin do 55 % nižja ter njuno 
razmerje je bilo do 60 % nižje (pregl. 22) (vrednosti so podane za suho težo storžkov).  
 
Preglednica 22: Kakovostni parametri storžkov. Meritve dolžine in teže, kemijska in statistična analiza glede 
na stopnjo oboleosti (ocena 0, 1, 2). 
Table 22: Quality parameters of the cones. Measurments of length and weight, chemical and statistical analysis 
with regards to infection rate (score 0, 1, 2). 
 Obravnavanje***  
Lastnost storžka Ocena 0 Ocena 1 Ocena 2 
Dolžina storžka [mm]* 15,55b 10,8a 9,18a 
Teža storžkov [g]** 10,56b 4,76a 3,30a 
Vsebnost α-kislin [ut. %]† 3,56b 1,02a 1,12a 
Vsebnost β-kislin [ut. %]† 3,38b 1,50a 1,51a 
Razmerje α/β-kislin‡ 1,06b 0,68a 0,73a 
Vsebnost eteričnih olj [mL/ 100g]† 2,31c 0,66b 0,36a 
*povprečje dolžin 40 storžkov (10 storžkov/rastlino, 4 rastline/oceno) 
**povprečje teže 20 storžkov (20 svežih storžkov/rastlino, 4 rastline/oceno) 
†povprečje vsebnosti α- in β-kislin oziroma eteričnih olj (300 g suhih storžkov/rastlino, 3 rastline/oceno)  
‡razmerje med vsebnostjo α- in β-kislin 
*** Ocena 0 so nesimptomatične, ocena 1 so manj in ocena 2 so zelo obolele rastline; povprečne vrednosti, 
označene z enakimi črkami, se statistično ne razlikujejo med seboj pri stopnji zaupanja p ≤ 0,05 
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Vsebnost eteričnih olj je bila do 85 % nižja, dolžina do 40 % in teža do 70 % nižja pri oceni 
2, razlika glede na zdrave rastline je bila tudi do 3-kratna (pregl. 22). Med oceno 1 in 2 ni 
bilo statistično značilni razlik (p ≤ 0,05), med obolelimi in nesimptomatičnimi pa so bile pri 
vseh parametrih statistično značilno manjše vrednosti (p ≤ 0,05). Največji vpliv hude 
viroidne zakrnelosti smo potrdili za vsebnost α-kislin, ki je bila do 70 % nižja, β-kislin, ki je 
do 55 % nižja in eteričnih olj, ki se zmanjša do 85 %. 
4.6 RAZVOJ METOD ZA DOLOČANJE VIROIDOV V HMELJU 
S ciljem specifičnega določanje vseh znanih viroidov, ki so sočasno prisotni v vzorcih 
hmelja, smo razvili metodi mRT-PCR in mRT-qPCR. Z mRT-PCR smo sočasno določili vse 
štiri viroide iz hmelja in endogene kontrole, z mRT-qPCR pa smo določili CBCVd, HLVd 
in HSVd.  
4.6.1 Razvoj metode za sočasno določanje viroidov z RT-PCR (mRT-PCR) 
Tekom raziskave smo testirali več že objavljenih parov začetnih oligonukleotidov na 
različnih variantah viroidov iz hmelja, agrumov in vinske trte (priloga C). Začetne 
oligonukleotide za viroide smo skupaj z endogenimi geni pomnožili v reakciji v enem 
koraku.  
4.6.1.1 Načrtovanje in testiranje začetnih oligonukleotidov 
Z RT-PCR smo na različicah viroidov iz hmelja, agrumov in vinske trte (pregl. 9) testirali 9 
različnih začetnih oligonukleotidov za določanje CBCVd (priloga C, a), 11 za HSVd (priloga 
C, b), 4 za HLVd (priloga C, c) in 4 za AFCVd (priloga C, d). V kontrolnih vzorcih BVV 
hmelja in vode nismo zaznali pomnoževanja. Pri HSVd pet parov začetnih oligonukleotidov 
ni bilo sposobno pomnožiti različic iz vseh gostiteljev (Bernad in Duran-Vila, 2006; Eastwell 
in Nelson, 2007; El-Dougdoug in sod., 2010; Kofalvi in sod., 1997; Wang in sod., 2009). V 
primeru CBCVd smo pri enem paru (Wang in sod., 2013a) dobili signal pri vzorcu, 
pozitivnem na HLVd, in z določitvijo nukleotidnega zaporedja potrdili navzkrižno reakcijo 
začetnih oligonukleotidov in HLVd. Glede na rezultate smo izbrali začetne oligonukleotide 
z različnimi dolžinami amplikonov (pregl. 23), ki smo jih zaradi ustreznejših Tm delno 
spremenili (HL-R1, zamenjava nukleotida T/C) oziroma načrtovali sami (AFCVd IIIsa). Na 
različicah viroidov smo testirali tudi univerzalne začetne oligonukleotide, ki lahko 
pomnožijo viroide iz družine Pospiviroidae (priloga C, e). Izbrali smo par Pospi1-FW/RE 
(Verhoeven in sod., 2004), ki je poleg drugih različic uspešno pomnožil vse viroide iz 
hmelja. 
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Preglednica 23: Seznam izbranih začetnih oligonukleotidov za pomnoževanje viroidov iz hmelja z mRT-PCR. 
Table 23: List of primer pairs selected for amplification of hop viroids in mRT-PCR assay. 
Viroid 
Začetni 
oligonukleotid 
Zaporedje 5`- 3` 
Velikost 
produkta [bp] 
Vir 
CBCVd 
CVIV-1P ACAGCTTGTGGAGGGAACATAC 
228 (Nakahara in sod., 1999) 
CVIV-1M TATTAACAAGCCTGGGAGGAACA 
HSVd 
HSV-9 CGCGGTGCTCTGGAGTAGA 
300 (Nakahara in sod., 1998) 
HSV-8M CGCCTCTCGCTGGATTCTG 
HLVd 
HL-F AGTTGCTTCGGCTTCTT 
175 
spremenjen (Lu in sod., 
2012)  HL-R1 CCACCATACAGGTAAGTCAC 
AFCVd 
AFCVd IIsa CGTCGACGAAGGGTCCTCAG 
370 
(Matoušek in sod., 
2017)  
AFCVd IIIsa ACGAGTCACCAGGTGAGTCTTACC (Guček in sod., 2019a) 
V okviru izbora ustrezne endogene kontrole smo testirali začetne oligonukleotide (priloga 
C, f), ki so bili razviti na osnovi hmelja (7SL-RNA-F/R, DRH1-F/R, GAPDH-F/R, NADH-
F/R, CAC-F1/R1) (Maloukh in sod., 2009; Štajner in sod., 2013) in mRNA mitohondrijskega 
gena nad5, ki so bili načrtovani izključno za pomnoževanje RNA, kljub prisotnosti DNA 
(Menzel in sod., 2002). Začetni oligonukleotidi nad5, NADH in DRH1 so se neodvisno 
pomnoževali v vseh gostiteljih, vendar smo za sočasno pomnoževanje zaradi ustrezne 
velikosti izbrali DRH1 (51 bp). V primeru nižje koncentracije viroidov smo endogeno 
kontrolo pomnoževali v ločeni reakciji oziroma sočasno z enim viroidom in uporabili nad5. 
Kot endogeno kontrolo pomnoževanja za vzorce hmelja smo uporabili tudi HLVd, ki je 
vsesplošno razširjen ter lahko služi še kot strožja kontrola izolacije in pomnoževanja. 
4.6.1.2 Optimizacija reakcije mRT-PCR 
V okviru optimizacije reakcije mRT-PCR smo določili optimalno temperaturo reverzne 
transkripcije pri 52 °C in temperaturo naleganja pri 57 °C, pri ostalih temperaturah ni prišlo 
do pomnoževanja oziroma je bilo let-to nespecifično. Koncentracije začetnih 
oligonukleotidov, pri katerih smo sočasno dobili optimalne signale, so bile 600 nM za 
AFCVd, CBCVd in HSVd in 800 nM za HLVd (pregl. 23). V primeru začetnih 
oligonukleotidov za pomnoževanje viroidov iz družine Pospiviroidae in endogenih genov 
smo določili optimalno koncentracijo pri 600 nM. 
4.6.1.3 Analiza specifičnosti in občutljivosti reakcije mRT-PCR 
Z mRT-PCR smo specifičnost analizirali na vzorcih posameznih viroidov in umetno 
združenih vzorcih (hmelj, biolistično okužen s posameznimi viroidi in AFCVd) v vseh 
možnih kombinacijah (sl. 19 a). Namnožene produkte smo ločili na agaroznem gelu in jih 
določili glede na velikost; HLVd (175 bp), CBCVd (228 bp), HSVd (300 bp) in AFCVd 
(370 bp) (sl. 19 a, št. 1-4). V zdravi kontroli in vodi ni bilo pomnoževanja (sl. 19 a, št. 16 in 
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17), prav tako nismo zaznali tvorbe dimerov. Čeprav so začetni oligonukleotidi specifični, 
smo v nekaterih primerih zaznali signale različnih velikosti, ki so bili najverjetneje posledica 
slabe izolacije oziroma kontaminacije. Specifičnost začetnih oligonukleotidov smo potrdili 
tudi z določanjem zaporedja produktov reakciji PCR. Pomnožena zaporedja so se v 100 % 
ujemala z različicami viroidov iz hmelja, kar je še dodatno potrdilo specifičnost reakcije 
(rezultati niso prikazani). 
 
Slika 19: (a) Analiza agarozne gelske elektroforeze vzorcev posameznih viroidov iz hmelja in umetno 
pripravljenih vzorcev vseh možnih kombinacij 4 viroidov iz hmelja z mRT-PCR. Velikosti produktov so 
označene s puščicami, AFCVd pri 370 bp, HSVd pri 300 bp, CBCVd pri 228 bp in HLVd pri 175 bp. Št. 1 do 
4 so DNA posameznih viroidov: HLVd (1a), CBCVd (2a), HSVd (3a) in AFCVd (4a). Št. od 5 do 10 so DNA 
treh viroidov: HLVd, CBCVd in HSVd (11a), HLVd, HSVd in AFCVd (12a), HLVd, CBCVd in AFCVd (13a), 
CBCVd, HSVd in AFCVd (14a). Št. 15 so DNA vseh 4 viroidov: HLVd, CBCVd, HSVd in AFCVd (15a). Št. 
16 je zdrava kontrola in št. 17 je voda. M= 100 bp standard (GeneRuler DNA Ladder, Fermentas). (b) 
Primerjava vzorcev posameznih in več viroidov, izoliranih s kompletom reagentov SPT, Sigma Aldrich (št. 1-
6) in CTAB reagentom (št. 7-12). Za AFCVd je bila uporabljena RNA. Št. od 1 do 4 in od 9 do 12 so posamezni 
viroidi: HLVd (1b in 12b), CBCVd (2b in 11b), HSVd (3b in 10b) in AFCVd (4b in 9b). Št. 5 in 8 so združeni 
vzorci (5b in 8b), št. 6 in 7 so zdrave kontrole (6b in 7b). M= 100 bp standard (GeneRuler DNA Ladder, 
Fermentas). 
Figure 19: (a) Agarose gel electrophoresis analysis of extracts of single hop viroids and artificial mixtures of 
all possible combinations of four viroids from hop in an mRT-PCR reaction. Size of amplified viroids is marked 
with arrows; AFCVd at 370 bp, HSVd at 300 bp, CBCVd at 228 bp and HLVd at 175 bp. Lanes from 1 to 4 
are DNAs of amplified single viroids: HLVd (1a), CBCVd (2a), HSVd (3a) and AFCVd (4a). Lanes from 5 to 
10 are DNAs of two amplified viroids: HLVd and HSVd (5a), HLVd and CBCVd (6a), HLVd and AFCVd 
(7a), CBCVd and HSVd (8a), CBCVd and AFCVd (9a), HSVd and AFCVd (10a). Lanes from 11 to 14 are 
DNAs of amplified combinations of three different viroids: HLVd, CBCVd and HSVd (11a), HLVd, HSVd 
and AFCVd (12a), HLVd, CBCVd and AFCVd (13a), CBCVd, HSVd and AFCVd (14a). In lane 15 are DNAs 
amplified from a combination of all four viroids: HLVd, CBCVd, HSVd and AFCVd (15a). Lane 16 is a 
healthy control (16a) and lane 17 is a water control (17a). Lane M = 100 bp nucleotide size marker (GeneRuler 
DNA Ladder, Fermentas). (b) Comparison of single and multiple viroid samples extracted with a commercially 
available kit SPT, Sigma Aldrich (lanes 1–6) and common CTAB method (lanes 7–12), AFCVd was excluded, 
since isolated viroid RNA was used. Lanes from 1 to 4 and 9 to 12 are single viroids: HLVd (1b and 12b), 
CBCVd (2b and 11b), HSVd (3b and 10b) and AFCVd (4b and 9b). Lanes 5 and 8 are multiplex reactions (5b 
and 8b), and lanes 6 and 7 are healthy controls (6b and 7b). Lane M = 100 bp nucleotide size marker (GeneRuler 
DNA Ladder, Fermentas). 
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Vpliv izolacije smo primerjali na vzorcih hmelja, izoliranih s CTAB reagentom in 
komercialno dostopnim kompletom reagentov SPT (poglavje 3.4.2), ki smo jih pomnožili z 
mRT-PCR (sl. 19 b). Primerjali smo vzorce posameznih viroidov (brez AFCVd) ter 
združenih vzorcev in med izolacijami nismo zaznali razlik.  
Občutljivost začetnih oligonukleotidov smo analizirali na seriji redčitev združenih gBlocks 
vzorcih (100= 0,5 ng) z RT-PCR, duRT-PCR (CBCVd + HSVd) in mRT-PCR. Z RT-PCR 
smo viroid HLVd, CBCVd in AFCVd zaznali pri 10-6, viroid HSVd pa pri 10-5 (sl. 20, a-d). 
V primeru duRT-PCR in mRT-PCR je bila občutljivost nižja pri 10-4 (sl. 20, e-f). V primeru 
analiz biolističnih vzorcev je bila zaradi nižje začetne koncentracije občutljivost pri RT-PCR 
za CBCVd in HLVd pri 10-4 in za HSVd pri 10-3. Sto-kratno zmanjšanje občutljivosti med 
RT-PCR in duRT-PCR oziroma mRT-PCR smo potrdili tudi v primeru biolistično okuženih 
vzorcev hmelja (rezultati niso prikazani).  
 
Slika 20: Primerjava občutljivosti med sRT-PCR, duRT-PCR in mRT-PCR za določanje 4 viroidov iz hmelja. 
Št. od 1 do 7 so produkti serije 10-kratnih redčitev združenih gBlocks 4 viroidov iz hmelja od 100 do 10-6. (a-
d) Občutljivost RT-PCR za HLVd, CBCVd, HSVd in AFCVd. (e) Občutljivost za duRT-PCR za HSVd in 
CBCVd. (f) Občutljivost za mRT-PCR vseh 4 viroidov. Velikost produktov je označena s puščicami; AFCVd 
pri 370 bp, HSVd pri 300 bp, CBCVd pri 228 bp in HLVd pri 175 bp. M= 100 bp standard (GeneRuler DNA 
Ladder, Fermentas).   
Figure 20: Comparison of the sensitivities of single, duplex and multiplex RT-PCR for the detection of four 
viroids from hop. Lanes from 1 to 7 are amplicons of 10-fold serial dilutions of artificially mixed gBlocks of 
all four hop viroids from 100 to 10-6, respectively. (a-d) Detection limit of the single RT-PCR with HLVd, 
CBCVd, HSVd and AFCVd, respectively. (e) Detection limit of the duplex RT-PCR for HSVd and CBCVd. 
(f) Detection limit of the multiplex RT-PCR for all four hop viroids, Size of amplified viroids is marked with 
arrows; AFCVd at 370 bp , HSVd at 300 bp , CBCVd at 228 bp and HLVd at 175 bp . Lane M = 100 bp 
nucleotide size marker (GeneRuler DNA Ladder, Fermentas). 
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Ob sočasnem določanju več viroidov in endogenih genov (DRH1) smo glede na 
pomnoževanje ene tarče šibkejše signale zaznali v fazi 10-kratnih redčitev (sl. 21 a, št. 1-5). 
Šibkejši signali so bili zaznani tudi v primeru, ko smo poleg CBCVd in HSVd pomnoževali 
nad5 (sl. 21 b, št. 1-4), glede na duRT-PCR (sl. 21 b, št. 5). Pri sočasnemu pomnoževanju 
začetnih oligonukleotidov za viroide iz družine Pospiviroidae in DRH1 (sl. 21 c, št. 3) nismo, 
glede na ločeno pomnoževanje, zaznali šibkejših signalov (sl. 21 c, št. 1 in 2).  
 
Slika 21: Sočasno določanje viroidov iz hmelja in endogene kontrole z duRT-PCR in mRT-PCR. (a) Primerjava 
mRT-PCR brez endogene kontrole DRH1 (št. 1-5) in z DRH1 (št. 6-11). Št. od 1 do 4 in od 6 do 9 so posamezni 
viroidi iz hmelja; HLVd, CBCVd, HSVd in AFCVd. Št. 5 in 10 so združeni vzorci viroidov. Št. 11 je zdrava 
kontrola (11a) in št. 12 je voda (12a). M= 50 bp standard (GeneRuler DNA Ladder, Fermentas). (b) Primerjava 
mRT-PCR z endogeno kontrolo nad5 (št. 1-4, 6, 7) in brez nad5 (št. 5). Št. 1 in 2 so vzorci posameznih viroidov 
CBCVd in HSVd. Št. 3, 4 in 5 je hmelj, sočasno okužen s CBCVd in HSVd. Št. 6 je voda (6b) in št. 7 je zdrava 
kontrola (7b). M= 100 bp standard (GeneRuler DNA Ladder, Fermentas). (c) Primerjava RT-PCR in duRT-
PCR hmelja, okuženega s HLVd z začetnimi oligonukleotidi za pospiviroide (Pospi) in endogeno kontrolo 
(DRH1). Št. 1 in 2 je RT-PCR s Pospi in DRH1 začetnimi oligonukleotidi. Št. 3 je duRT-PCR s Pospi in DRH1 
začetnimi oligonukleoitidi. M= 50 bp standard (GeneRuler DNA Ladder, Fermentas). Velikost viroidov je 
označena s puščicami; AFCVd pri 370 bp, HSVd pri 300 bp, CBCVd pri 228 bp, HLVd pri 175 bp, nad5 pri 
181 bp in DRH1 pri 51 bp. 
Figure 21: Simultaneous detection of up to four hop viroids by duplex and multiplex RT-PCR with co-
amplification of an internal control. (a) Comparison of the multiplex RT-PCR without DRH1 internal control 
(lane 1-5) and with DRH1 (lane 6-11). Lanes from 1 to 4 and from 6 to 9 are extracts from singly infected hop 
with HLVd, CBCVd, HSVd and AFCVd, respectively. Lanes 5 and 10 are artificially mixed samples from 
singly infected hop and the AFCVd isolate. Lane 11 is a healthy control (11a) and lane 12 is a water control 
(12a). Lane M = 50 bp nucleotide size marker (GeneRuler DNA Ladder, Fermentas). (b) Comparison of the 
multiplex RT-PCR with nad5 internal control (lane 1-4, 6, 7) and without nad5 internal control (lane 5). Lanes 
1 and 2 are extracts of singly infected hop with CBCVd and HSVd, respectively. Lanes 3, 4 and 5 are hop 
simultaneously infected with CBCVd and HSVd. Lane 6 is a water control (6b) and lane 7 is a healthy control 
(7b). Lane M = 100 bp nucleotide size marker (GeneRuler DNA Ladder, Fermentas). (c) Comparison of the 
single and duplex RT-PCR of singly infected hop (HLVd) with primers for members of the family 
Pospiviroidae (Pospi) and DRH1 internal control. Lanes 1 and 2 are single RT-PCR reactions for Pospi and 
DRH1 primers, respectively. Lane 3 is duplex RT-PCR reaction of Pospi and DRH1 primers. Lane M = 50 bp 
nucleotide size marker (GeneRuler DNA Ladder, Fermentas). Size of amplified viroids is marked with arrows; 
AFCVd at 370 bp , HSVd at 300 bp, CBCVd at 228 bp, HLVd at 175 bp, nad5 at 181 bp and DRH1 at 51 bp. 
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Metodo mRT-PCR smo primerjali z RT-PCR (sRT-PCR) in dot-blot na vzorcih hmelja, 
biolistično okuženih z vsemi kombinacijami viroidov CBCVd, HLVd in HSVd (pregl. 24). 
Z metodami mRT-PCR in RT-PCR smo dobili enake rezultate, razlika je bila le v intenziteti 
signalov, pri večini vzorcev je RT-PCR imel močnejše signale. Z uporabo dot-blot smo pri 
več pozitivnih vzorcih dobili zelo šibke signale, v primeru HSVd pa tudi lažno negativne 
rezultate. V zdravem hmelju nismo zaznali signalov. 
Preglednica 24: Primerjava rezultatov dot-blot hibridizacije, sRT-PCR in mRT-PCR za določanje HLVd, 
HSVd in CBCVd na biolistično okuženem hmelju. 
Table 24: Comparison of results of dot-blot hybridization, single RT-PCR and multiplex RT-PCR for HLVd, 
HSVd and CBCVd on biolistically infected hop. 
Obravnavanje Rastlinab 
HLVd HSVd CBCVd 
 
  
dot-
blot 
sRT-
PCR 
mRT-
PCR 
dot-
blot 
sRT-
PCR 
mRT-
PCR 
dot-
blot 
sRT-
PCR 
mRT-
PCR 
1. HLVd 
1/1 + ++ +       
1/2 + ++ +       
2. HSVd 
2/1    (+) + +    
2/2    (+) + +    
3. CBCVd 
3/1       + ++ ++ 
3/2       (+) ++ ++ 
4. HLVd + 
HSVd 
4/1 + ++ + (+) ++ ++    
4/2 ++ ++ + (+) ++ ++    
5. HLVd + 
CBCVd 
5/1 (+) + (+)    (+) ++ + 
5/2 (+) ++ +    + + + 
6. HSVd + 
CBCVd 
6/1    - ++ + + ++ ++ 
6/2    - + (+) + ++ ++ 
7. HLVd + 
HSVd + CBCVd 
7/1 (+) + (+) - (+) (+) + + + 
7/2 ++ ++ + - (+) - + + ++ 
8. Zdrav hmelj BVV - - - - - - - - - 
a HLVd, hmeljev latentni viroid; HSVd, viroid zakrnelosti hmelja; CBCVd, viroid razpokanosti skorje 
agrumov; Dot-blot, hibridizacija točkovnega odtisa; sRT-PCR, RT-PCR za določanje ene tarče; mRT-PCR, 
RT-PCR za sočasno določanje več tarč; -, negativni vzorec; (+), šibek pozitiven signal; +, pozitiven signal; ++, 
močan pozitiven signal; BVV, rastlina hmelja brez viroidov  
bRastlina, številka obravnavanja/številka rastline 
Z mRT-PCR za CBCVd, HLVd in HSVd smo analizirali tudi različne sorte (135 rastlin, 14 
sort, priloga H) v okviru rutinskega testiranja izvornih matičnih rastlin (IMR) hmelja, ki 
morajo biti brez viroidov in virusov, ker se uporabljajo za razmnoževanje sadilnega 
materiala. Ker smo dokazali 100-krat nižjo občutljivost z mRT-PCR glede na RT-PCR, smo 
vse rastline testirali tudi z RT-PCR in rezultate primerjali. Med metodama smo potrdili 92 
% ujemanje, do razlik je prišlo pri zelo šibkih signalih pri RT-PCR, ki smo jih z mRT-PCR 
potrdili kot lažno negativne (priloga H).  
Reakcija mRT-PCR je bila validirana tudi na različicah viroidov iz naravno okuženega 
hmelja, vinske trte in agrumov (vir: Zbirka ŠO na IHPS) (pregl. 9). V primeru agrumov smo 
CBCVd in HSVd potrdili ločeno in sočasno, v vzorcih vinske trte smo potrdili HSVd, v 
obolelih rastlinah hmelja smo sočasno potrdili CBCVd in HLVd (rezultati niso prikazani). 
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4.6.2 Razvoj metode za sočasno določanje viroidov z RT-qPCR (mRT-qPCR) 
Z namenom hitrega, občutljivega in zanesljivega določanja smo razvili in validirali mRT-
qPCR za določanje CBCVd, HLVd in HSVd. Rezultate mRT-qPCR smo primerjali z RT-
qPCR, ki smo ga sočasno razvili, in z RT-PCR, ki se uporablja za rutinska testiranja viroidov 
iz hmelja (Jakše in sod., 2015). 
4.6.2.1 Načrtovanje in testiranje začetnih oligonukleotidov in sond 
Zaporedja smo načrtovali iz poravnav med različicami viroidov (rezultati niso prikazani) ter 
testirali na vzorcih iz različnih gostiteljev in geografskih regij (pregl. 9). Za viroid CBCVd 
smo testirali 5 parov začetnih oligonukleotidov (F/R, F1/R1, F2/R2, F5/R5, F6/R6) in 7 
različno označenih sond (FAM/ZEN/BHQ1, FAM/BHQ1, Cy5/BHQ1, LNA/FAM/IBFQ, 
LNA/FAM/BHQ1) (priloga M). Pri HSVd smo prav tako testirali 5 parov začetnih 
oligonukleotidov (F/R, F1/R1, q-F1/R1, F5/R5, F6/R6) in 7 različno označenih sond 
(TexRed/BHQ2, FAM/ZEN/BHQ2, FAM/BHQ1, LNA/TexRed/BHQ2, LNA/HEX/IBFQ) 
(priloga M). V primeru HLVd smo testirali 3 različne pare začetnih oligonukleotidov (F/R, 
F1/R1, F5/R5) in 4 različno označene sonde (FAM/ZEN/BHQ1, HEX/BHQ1, 
LNA/HEX/IBFQ, LNA/HEX/BHQ1) (priloga M).  
Za RT-qPCR in mRT-qPCR smo izmed načrtovanih za vsak viroid izbrali 1 par začetnih 
oligonukleotidov, ki je omogočil specifično pomnoževanje in določanje viroidov v različnih 
gostiteljih (pregl. 25). Med sondami smo testirali dvojno označene ZEN, TaqMan in LNA-
sonde (priloga M). Z ZEN-sondami smo v povprečju dobili za 2 cikla nižje Cq-vrednosti, 
vendar jih zaradi omejene izbire fluoroforov nismo izbrali (priloga M). Z modifikacijami 
posameznih nukleotidov (+ pred nukleotidom) smo pri LNA dobili v povprečju za 3 cikle 
nižje Cq-vrednosti (priloga M), zato smo za nadaljnje delo izbrali LNA-sonde (pregl. 25).  
Z začetnimi oligonukleotidi za pomnoževanje endogenih genov smo z RT-qPCR testirali 
vzorce RNA iz hmelja, agrumov in vinske trte (priloga M). Z začetnimi oligonukleotidi smo 
endogena nad5 in 18S rRNA pomnožili v vseh gostiteljih, gene cac, mRNA170 in mRNA1192 
pa samo v hmelju. Pri genu 18S rRNA smo imeli težave z zelo nizkimi Cq-vrednostmi glede 
na ostale endogene in nespecifičnim pomnoževanjem v NTC, zato ga nismo izbrali za 
nadaljnje poskuse, medtem ko smo nad5 uporabili za analizo specifičnosti reakcije mRT-
qPCR. Za potrebe kvantifikacije smo analizirali tudi stabilnost endogenih genov, zato smo 
z RT-qPCR testirali deset vzorcev okuženega in neokuženega hmelja in jih analizirali z 
uporabo programa RefFinder. Stabilnost genov je bila največja pri mRNA170 (1,189) in 
mRNA1192 (1,414), ki smo ju uporabili za normalizacijo vzorcev (poglavje 3.12), nekoliko 
manjša pri cac (3,464) in 18S rRNA (3,464) in najmanjša pri nad5 (5,00).  
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Preglednica 25: Začetni oligonukleotidi za RT-qPCR in mRT-qPCR za viroide in endogene kontrole. 
Table 25: Primers for RT-qPCR and mRT-qPCR for viroids and internal controls. 
Viroid/gen Začetni 
oligonukleotid* 
Zaporedje 5`-3`*** Velikost 
produkta 
[bp] 
Tm 
[°C] 
CBCVd CBCVdq-F6 GAGGGAACATACCTGAAGAGGGA 88 57,7 
 CBCVdq-R6 GGTGCTGGACGCCAG  56,8 
 CBCVdq-P1a CCGGG+GAAATC+TCTTCA+GACTC+GTC  66 
HLVd HLVd_F1 CGGCGACCTGAAGTTG 113 53,6 
HLVd_R1 CGGCGCTCAAGAGTTG 53,9 
HLVd-PSb CTTCTTCT+TGTTCGCG+TCCTGC 62,1 
HSVd HSVd_FS TCGATCGTCCCTTCTTCT 83 52,4 
HSVd_R TGGAAGACGAACCGAGAG 53,9 
HSVd_P1c AGACGC+GACCGG+TGGCATC  66,3 
mRNA1192 mRNA1192_F1 GGTAGCAACACCCTTCTTCTACTT 96 56,5 
mRNA1192_R1S ACCCGACTTTCCTCTACTTTG 54,2 
mRNA1192_PLb CACAAAC+TCAACC+TCTT+AGCACTTG 59,9 
mRNA170 mRNA170_F1S CAAGGAAGGAGTGTTGGAG 111 52,8 
mRNA170_R1S GTGACCGTCTTTCTTCTTCTC 53 
mRNA170_Pa CC+AC+G+AAGACAAGGGCGAGAA+G+A+AG 68,5 
 nad5-s (R)** CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA  57,4 
nad5 nad5-as (F) GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT 181 58 
 nad5-Pa GGAT+CCG+CAT+AGCCC+TC+GAT+TTATG  68,4 
*F, smerni začetni oligonukleotid; R, protismerni začetni oligonukleotid; P, sonda; Tm= talilna temperatura, 
izračunana s programom Oligoanalyzer 3.1 
**zaporedje začetnih oligonukleotidov iz Menzel in sod., 2002, zaporedje sonde iz Botermans in sod., 2013 
***modificirani nukleotidi pri LNA-sondah so označeni s + (pred nukleotidom) 
aFAM-LNA-BHQ1 
bHEX-LNA-BHQ1 
cTexRed-LNA-BHQ2 
4.6.2.2 Optimizacija koncentracije začetnih oligonukleotidov in sond 
Najboljšo učinkovitost pomnoževanja (E) smo z RT-qPCR na seriji redčitev gBlocks 
vzorcev za viroid CBCVd dobili s kombinacijo 300 nM začetnih oligonukleotidov in 150 
nM sonde (pregl. 26). Za viroid HLVd smo s 600 nM začetnih oligonukleotidov dobili 10-
krat večjo občutljivost reakcije, ki je imela optimalno učinkovitost pomnoževanja in nižje 
Cq-vrednosti s 150 nM sondo. Pri HSVd smo najnižje Cq-vrednosti in najvišji E dobili s 300 
nM začetnih oligonukleotidov in 100 nM sondo (pregl. 26). 
Za reakcijo mRT-qPCR smo optimalne koncentracije določili s testiranjem kombinacij 
različnih koncentracij začetnih oligonukleotidov in sond, tako da smo vse tri viroide sočasno 
testirali z enakimi koncentracijami (pregl. 27). Za viroid CBCVd smo dobili optimalno 
občutljivost in E na seriji redčitev vzorca A (združeni gBlocks) pri 400 nM začetnih 
oligonukleotidov in 200 nM sonde. Za viroid HLVd smo pri vseh kombinacijah dobili zelo 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
84 
 
primerljive rezultate, zato smo koncentracijo 300 nM + 150 nM izbrali na podlagi 
učinkovitosti pomnoževanja. V primeru viroida HSVd smo zaradi večje občutljivosti 
reakcije izbrali višje koncentracije, 500 nM + 250 nM (pregl. 27).  
Preglednica 26: Določitev optimalne koncentracije začetnih oligonukleotidov in sond za RT-qPCR-reakcije 
viroidov CBCVd, HLVd in HSVd. 
Table 26: Determination of optimal concentration of primers and probes for RT-qPCR assay for CBCVd, 
HLVd and HSVd. 
RT-qPCR 
Optimalna koncentracija začetnih oligonukleotidov* 
 F/R= 300 nM + P= 200 nM F/R= 600 nM + P= 200 nM F/R= 900 nM + P= 200 nM Optimalna 
koncentracija začetnih 
oligonukleotidov Viroid redčitev Cq E  redčitev Cq E  redčitev Cq E  
CBCVd 10-4 34,06 113 10-4 32,87 116 10-4 31,83 117 300 nM 
HLVd 10-4 34,73 101 10-5 35,36 100 10-4 34,39 103 600 nM 
HSVd 10-6 33,08 109 10-6 33,87 115 10-6 34,03 111 300 nm 
Optimalna koncentracija sond 
 F/R= 300 nM + P= 100 nM F/R= 300 nM + P= 150 nM F/R= 600 nM + P= 100 nM F/R= 600 nM + P= 150 nM 
Viroid redčitev Cq E  redčitev Cq E  redčitev Cq E  redčitev Cq E] 
CBCVd 10-2 28,78 107 10-4 34,28 107 - - - - - - 
HLVd - - - - - - 10-5 35,93 101 10-5 36,03 114 
HSVd 10-6 33,8 102 10-6 34,07 104 - - - - - - 
Optimalna koncentracija začetnih oligonukleotidov in sond 
CBCVd F/R= 300 nM + P= 150 nM         
HLVd F/R= 600 nM + P= 100 nM         
HSVd F/R= 300 nM + P= 100 nM         
*F/R, smerni in protismerni začetni oligonukleotid; P, sonda; redčitev, zadnja redčitev, pri kateri še dobimo 
pozitiven signal; Cq, zadnja pozitivna Cq-vrednost; E, učinkovitost pomnoževanja izražena v odstotkih; -, 
vzorci niso bili analizirani. 
Začetne oligonukleotide in sonde za endogene gene (18S rRNA, cac, nad5, mRNA170, 
mRNA1192) smo analizirali na vzorcih hmelja, agrumov in vinske trte. Z reakcijo RT-qPCR 
smo testirali različne kombinacije koncentracij začetnih oligonukleotidov in sond, 900 nM 
+ 200 nM, 400 nM + 200 nM, 300 nM + 100 nM in 200 nM + 100 nM. Za 18S rRNA smo 
dobili Cq-vrednosti med 7 in 15, za cac med 19 in 35, za nad5 med 19 in 37, za mRNA170 
med 15 in 24 in za mRNA1192 med 15 in 34. Razponi v Cq-vrednostih so posledica različnih 
gostiteljev in kakovosti RNA. Različne kombinacije koncentracij niso imele večjega vpliva 
na Cq-vrednosti, zato smo kot optimalno določili 400 nM + 200 nM, z najnižjimi Cq-
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vrednostmi. Endogene gene smo uporabili v kombinaciji z enim viroidom, zato smo 
optimalno koncentracijo zmanjšali na 300 nM + 150 nM. 
Preglednica 27: Določitev optimalne koncentracije začetnih oligonukleotidov in sond za reakcijo mRT-qPCR 
za viroide CBCVd, HLVd in HSVd. 
Table 27: Determination of optimal concentration of primers and probes for mRT-qPCR assay for CBCVd, 
HLVd and HSVd 
mRT-qPCR* 
 F/R= 500 nM + P= 250 nM F/R= 400 nM + P= 200 nM F/R= 300 nM + P= 150 nM F/R= 200 nM + P= 100 nM 
Viroid redčitev Cq E  redčitev Cq E  redčitev Cq E  redčitev Cq E  
CBCVd 10-4 26,84 96 10-5 28,47 103 10-5 31,48 87 10-4 27,85 83 
HLVd 10-5 32,54 89 10-5 30,5 95 10-5 30,25 95 10-5 29,43 106 
HSVd 10-4 22,54 103 10-3 19,38 100 10-3 19,43 109 10-3 19,16 117 
Optimalna koncentracija začetnih oligonukleotidov in sond 
CBCVd F/R= 400 nM + P= 200 nM         
HLVd F/R= 300 nM + P= 150 nM         
HSVd F/R= 500 nM + P= 250 nM         
*F/R, smerni in protismerni začetni oligonukleotid; P, sonda; redčitev, zadnja redčitev, pri kateri še dobimo 
pozitiven signal; Cq, zadnja pozitivna Cq-vrednost; E, učinkovitost pomnoževanja izražena v odstotkih.     
4.6.2.3 Optimizacija reakcije RT-qPCR in mRT-qPCR 
Za optimizacijo reakcije RT-qPCR smo zaradi težav z nespecifičnim pomnoževanjem 
uporabili različne komplete reagentov, ki smo jih testirali z različnimi pari začetnih 
oligonukleotidov in sond na vzorcih iz različnih gostiteljev (priloga M). Komplet reagentov 
QuantiFast® Probe RT-PCR Kit (Qiagen) je imel glede na ostale komplete reagentov 
najvišje Cq-vrednosti, prav tako pa smo pozitivne signale dobili tudi v kontroli NTC. S 
kompletom Luna® Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (NEB) smo dobili nižje Cq-
vrednosti, zelo dobro učinkovitost pomnoževanja, vendar prav tako pozitivne signale v NTC. 
Komplet reagentov AgPath-IDTM je bil specifičen z nižjimi Cq-vrednostmi kot QuantiFast® 
in Luna®, vendar smo še nižje Cq-vrednosti dobili z uporabo SensiFASTTM kompleta 
reagentov v kombinaciji z encimom MultiScribe Reverse Transcriptase (Thermo Fisher 
Scientific) (priloga M). Zaradi najbolj optimalnih rezultatov in dejstva, da je cena na vzorec 
skoraj 2-krat nižja kot z AgPath-IDTM, smo za testiranje RT-qPCR izbrali Bioline kit.  
Za razvoj mRT-qPCR smo testirali komplete reagentov proizvajalcev Bioline, NEB in 
Qiagen (QuantiTect® Multiplex RT-PCR Kit). Dobili smo podobne rezultate kot z RT-
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qPCR, pri NEB in Qiagen nespecifično pomnoževanje v kontroli NTC, zato smo zaradi 
specifičnosti izbrali komplet Bioline (rezultati niso prikazani).  
Temperature in čas posameznega koraka v programih smo spreminjali glede na navodila 
proizvajalcev, zato so se med kompleti reagentov razlikovali. Boljše rezultate smo dobili z 
znižanjem temperature reverzne transkripcije na 47 oziroma 45 °C in 60 °C za temperaturo 
pomnoževanja (pregl. 10) (rezultati niso prikazani). 
4.6.2.4 Validacija reakcije RT-qPCR in mRT-qPCR 
Povprečna učinkovitost pomnoževanja je bila z RT-qPCR za CBCVd 104 %, za HLVd 95 
% in za HSVd 98,7 %. Z mRT-qPCR pa so bile vrednosti za CBCVd 97 %, za HLVd 101,3 
% in za HSVd 108,3 % (pregl. 28). Koeficient linearne regresije (R2) je bil pri obeh metodah 
med 0,98 in 1,00 (pregl. 28). Iz zadnjega pozitivnega vzorca (najbolj redčen vzorec) smo 
določili LOD in mejno vrednost (pregl. 29). 
Preglednica 28: Določitev učinkovitosti pomnoževanja za viroide CBCVd, HLVd in HSVd z metodo RT-qPCR 
in mRT-qPCR na vzorcih gBlocks in hmelja. Za vzorce je podana zadnja redčitev in Cq-vrednost, pri kateri še 
zaznamo viroide, naklon, R2 in učinkovitost pomnoževanja standardne krivulje. 
Table 28: Determination of RT-qPCR and mRT-qPCR efficiency for CBCVd, HLVd and HSVd viroids on 
gBlocks and hop samples. The last positive dillution and Cq value, slope, R2 and E are given for the samples. 
  
RT-qPCR    mRT-qPCR 
Viroid  Vzorec* redčitev Cq naklon R2 E   redčitev Cq naklon R2 E  
CBCVd gBlock 10-8 34,44 -3,3974 0,98 97  10-8 30,45 -3,5743 0,99 90 
Vzorec A 10-9 32,63 -3,3075 1,00 101  10-7 26,16 -3,5403 1,00 92 
 
Vzorec B 10-7 33,79 -3,0189 1,00 114  10-5 29,17 -3,1162 0,98 109 
HLVd gBlock 10-9 35,68 -3,7572 0,99 85  10-8 29,72 -3,3981 0,99 97 
Vzorec A 10-10 36,83 -3,4364 0,99 95  10-8 33,9 -3,3606 1,00 98 
 
Vzorec B 10-7 32,95 -3,2005 1,00 105  10-5 29,45 -3,1302 0,98 109 
HSVd gBlock 10-8 31,65 -3,3624 0,98 98  10-7 23,02 -3,2837 1,00 102 
Vzorec A 10-7 27,82 -3,2352 0,98 104  10-7 21,73 -3,1940 0,99 106 
 
Vzorec B 10-6 28,19 -3,4700 0,99 94  10-4 22,90 -2,9792 0,99 117 
* vzorec A, gBlocks CBCVd + gBlocks HLVd + gBlocks HSVd; vzorec B, CBCVd + HSVd + HLVd viroidna RNA, 
izolirana iz hmelja; redčitev, zadnja redčitev, pri kateri še dobimo pozitiven signal; Cq, zadnja Cq-vrednost, pri 
kateri še dobimo pozitiven rezultat; naklon, vrednost naklona standardne krivulje; R2, kvadratni koeficient 
linearne regresije; E, učinkovitost pomnoževanja izražena v odstotkih. 
Mejo detekcije smo določili na podlagi dveh neodvisnih poskusov za vzorec A (združeni 
gBlocks) in petih neodvisnih poskusov za vzorec B (združena RNA iz hmelja). Z RT-qPCR 
smo v vzorcu A določili do 10 molekul viroida (10-10), z mRT-qPCR pa smo viroide določili 
do 100-krat manj občutljivo (pregl. 29). Meja detekcije z RT-qPCR je bila za vzorec B za 
CBCVd in HLVd 0,05 pg, za HSVd 0,5 pg in z mRT-qPCR 100-krat višja (5 pg za CBCVd 
in HLVd in 0,05 ng za HSVd). Pri vseh ponovitvah poskusov smo viroide zaznali 100 % 
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zanesljivo, iz česar lahko sklepamo, da je meja kvantifikacije (LOQ) enaka meji detekcije. 
Zaradi razlike v občutljivosti smo z RT-qPCR in mRT-qPCR določili različne mejne 
vrednosti. Z RT-qPCR za CBCVd 34,1, za HLVd 35,6, za HSVd 29,7 in z mRT-qPCR za 
CBCVd 29,1, za HLVd 31,5 in za HSVd 23,1 (pregl. 29). Občutljivost smo primerjali tudi 
z RT-PCR, kjer smo vzorec B določili s 1000-krat manjšo občutljivostjo kot z RT-qPCR in 
z 10-krat manjšo kot z mRT-qPCR (pregl. 29).  
Preglednica 29: Določitev občutljivosti reakcij RT-qPCR, mRT-qPCR in RT-PCR za viroide CBCVd, HLVd 
in HSVd v vzorcih gBlocks in hmelja. Za vzorce je podana LOD, koncentracija, število molekul in mejna 
vrednost. 
Table 29: Determination of RT-qPCR, mRT-qPCR and RT-PCR sensitivity for CBCVd, HLVd and HSVd 
viroids on gBlocks and hop samples. The LOD, concentration, number of molecules and Cut off value are 
given for the samples. 
  
RT-qPCR   mRT-qPCR  RT-PCR 
Viroid  Vzorec
*  
LOD konc št. molekul Cqcut off  LOD  konc št. 
molekul 
Cqcut off  LOD konc št. 
molekul 
CBCV
d 
vz. A 10-9 0,005 fg 90 
34,1 
 10-7 0,5 fg 9*103 
29,1 
    
 
vz. B 10-7 0,05 pg 9*105  10-5 5 pg 9*107  10-4 0,05 
ng 
9*108 
HLVd vz. A 10-10 0,0005 
fg 
10 
35,6 
 10-8 0,05 fg 900 
31,5 
    
 
vz. B 10-7 0,05 pg 9*105  10-5 5 pg 9*107  10-4 0,05 
ng 
9*108 
HSVd vz. A 10-7 0,5 fg 9*103 
29,7 
 10-7 0,5 fg 9*103 
23,1 
    
 
vz. B 10-6 0,5 pg 9*106  10-4 0,05 ng 9*108  10-3 0,5 
ng 
9*109 
* vzorec A, gBlocks CBCVd + gBlocks HLVd + gBlocks HSVd; vzorec B, CBCVd + HSVd + HLVd viroidna 
RNA, izolirana iz hmelja; LOD, meja detekcije oziroma zadnja pozitivna redčitev, pri kateri v več kot 50 % 
izvedenih poskusov dobimo pozitiven signal; konc, koncentracija, ki jo še lahko določimo in je enaka LOD; 
št. molekul, število molekul pri dani koncentraciji; Cqcut off, mejna vrednost, nad katero so vzorci negativni. 
Začetni oligonukleotidi so se specifično pomnožili v vseh gostiteljih, ne glede na geografsko 
regijo, kombinacijo viroidov in način okužbe. Iz Cq-vrednosti smo izračunali razmerje med 
metodama (S/M), ki je bilo pri CBCVd od 0,97 do 1,15, pri HLVd od 0,75 do 1,03 in pri 
HSVd od 0,82 do 1,16. Med metodama ni bilo statistično značilne razlike. Nespecifičnega 
pomnoževanja v zdravih rastlinah in vodi nismo zaznali. Metodi sta robustni, saj sta lahko 
določili tako velike kot male količine viroida v vzorcu, zato je bil velik razpon v Cq-
vrednostih (CBCVd: 16–30,6, HLVd: 13,6–22,4; HSVd: 10,2–22,7) (pregl. 30). 
 
 
 
8
8
 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
 
Preglednica 30: Primerjava Cq-vrednosti RT-qPCR (S) in mRT-qPCR (M) za viroide CBCVd, HLVd in HSVd. Analizirani vzorci imajo različne gostitelje (hmelj, 
agrumi, vinska trta, drugi gostitelji in negostitelji), način okužbe (biolistika, mehansko, naravno), izvor in kombinacijo viroidov. Razmerje (S/M) med RT-qPCR in 
mRT-qPCR je izračunano za posamezen vzorec. Endogen gen nad5 je kontrola izolacije RNA.  
Table 30: Comparison of Cq values of RT-qPCR (S) and mRT-qPCR (M) for CBCVd, HLVd and HSVd viroids. The samples have different hosts (hop, citrus, 
grapevine, other hosts and non hosts), type of inoculation (biolistics, mechanical, natural), origin and combination of viroids. The ratio (S/M) between RT-qPCR and 
mRT-qPCR was calculated for each sample. The endogene gene nad5 is the control of RNA isolation 
     CBCVd HLVd HSVd 
Gostitelj* Okužba Izvor  Viroid nad5 S M S/M S M S/M S M S/M 
hmelj  
hmelj biolistika Slovenija HLVd+ 22,06 - - - 15,28   18,87 0,81 - - - 
hmelj biolistika Slovenija HSVd+ 27,77 / - - / - - 22,39  - - 
hmelj biolistika Slovenija CBCVd+ 22,29 19,13 18,82 1,02 / - - - - - 
hmelj biolistika Slovenija HLVd+HSVd 21,42 - - - 17,68 17,09 1,03 10,19 12,46 0,82 
hmelj biolistika Slovenija HLVd+CBCVd 22,47 16,79 16,38 1,03 15,65 18,27 0,86 - - - 
hmelj biolistika Slovenija HSVd+ CBCVd 22,83 16,65 15,94 1,04 / - - 19,89   17,11 1,16 
hmelj biolistika Slovenija HLVd+HSVd+CBCVd 20,35 22,62 19,70 1,15 19,46 20,28 0,96 17,16   15,86 1,08 
hmelj naravna Slovenija HLVd+ 20,63 - - - 19,87 22,44 0,89 - - - 
hmelj naravna Slovenija HLVd+CBCVd 19,54 19,92 19,75 1,01 17,31 20,69 0,84 - - - 
hmelj - Slovenija BVV 27,61 - - - -  - - - - - 
agrumi  
pomaranča Navel  naravna JAR CBCVd+ 21,84 24,48 24,84 0,99 - - - - - - 
Etrog (Citrus medica) mehanska JAR CBCVd+ 19,46 20,84 21,28 0,98 - - - - - - 
pomaranča Valencia  naravna JAR CBCVd+ 21,00 23,53 23,75 0,99 - - - - - - 
sweetie naravna Izrael CBCVd+ 28,21 29,79 30,64 0,97 / - - - - - 
bela grenivka naravna Ciper CBCVd+ 28,16 29,25 29,80 0,98 / - - - - - 
pomaranča Navel naravna Španija HSVd+ 26,73 - - - - - - 17,14   18,65 0,92 
Citrus spp. naravna JAR HSVd+ 22,50 - - - - - - - - - 
limona naravna Slovenija HSVd+ 27,41 - - - / - - 15,52 17,33 0,90 
Citrus spp. naravna JAR CEVd+ 23,29 - - - - - - - - - 
           se nadaljuje 
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*NTC, negativna kontrola pomnoževanja (namesto vzorca je voda); -, zdrava rastlina; BVV, rastlina brez viroidov in virusov; /, ni bilo testirano 
 
nadaljevanje Preglednice 30             
pomaranča Navel naravna Egipt CBCVd+HSVd 26,72 29,49 - - / - - 19,63   21,45 0,92 
bela grenivka naravna Turčija CBCVd+HSVd  26,72 27,00 0,99 - - - 20,04   21,48 0,93 
bela grenivka naravna Ciper CBCVd+HSVd 28,41 26,77 27,36 0,98 / - - 20,48   22,69 0,90 
limona naravna Italija CBCVd+HSVd 28,14 26,79 26,39 1,02 / - - 19,07   21,29 0,90 
bela grenivka naravna Turčija HSVd-CBCVd- 30,09 - - - / - - - - - 
vinska trta 
vinska trta, Chardonnay  naravna Slovenija HSVd+ 25,63 - - - / - - 13,55   16,45 0,82 
vinska trta, Modra 
frankinja  
naravna Slovenija HSVd+ 23,98 - - - / - - / 20,25 - 
vinska trta, sejanci  - Slovenija HSVd- 20,91 - - - / - - - - - 
drugi gostitelji 
paradižnik, Heinz 1370 mehanska Slovenija CBCVd+ 19,77 18,79 18,93 0,99 / - - - - - 
paradižnik, Heinz 1370 - Slovenija CBCVd-  / - - / - - - - - 
kumara, Pariški kornišon mehanska Slovenija CBCVd+HLVd  21,30 20,77 21,40 0,97 / - - / - - 
kumara, Pariški kornišon - Slovenija CBCVd-HLVd+ 24,02 / - - / - - - - - 
grenkoslad  mehanska Slovenija CBCVd+ 20,82 18,52 19,07 0,97 - - - - - - 
grenkoslad  - Slovenija CBCVd- 28,88 - - - - - - - - - 
navadna konoplja  mehanska Slovenija HLVd+ 20,41 / - - 13,58 18,12 0,75 - - - 
navadna konoplja  - Slovenija HLVd- 27,01 / - - - - - - - - 
negostiteljske rastline 
krompir, KIS Krka - Slovenija BVV 21,02 - - - / - - / - - 
krizantema - Slovenija BVV 18,57 - - - - - - - - - 
NTC - - - - - - - -  - - - - - 
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Selektivnost metod smo analizirali z vplivom tkiva (pregl. 31). Pri RT-qPCR je bila 
učinkovitost pomnoževanja (E) med redčitvami v vodi in tkivu primerljiva, standardna 
deviacija (SD) je bila od 0,08 do 1,78. Pri mRT-qPCR smo vpliv tkiva listja analizirali na 
gBlocks, SD je bila od 0 do 1,34. Kljub nižji E-vrednosti pri mRT-qPCR med vzorci, 
redčenimi v vodi oziroma listih pri obeh metodah ni bilo statistično značilne razlike (p ≤ 
0,05). 
Preglednica 31: Vpliv tkiva na Cq-vrednosti reakcij RT-qPCR in mRT-qPCR za viroide CBCVd, HLVd in 
HSVd za vzorce gBlocks, redčene v vodi in listih hmelja. Za vzorce je podana serija redčitev, standardna 
deviacija redčitve, učinkovitost pomnoževaja in R2. 
Table 31: Influence of tissue on Cq values of RT-qPCR and mRT-qPCR of CBCVd, HLVd and HSVd for 
gBlocks diluted in water and hop leaves. For the samples dilution serie, standard deviation of dilution, E and 
R2 are given. 
RT-qPCR* CBCVd gBlocks   HLVd gBlocks HSVd gBlocks      
Konc    Cq voda Cq listi SD Cq voda Cq listi SD Cq voda Cq listi SD 
5 pg 16,58 16,21 0,26 18,79 18,50 0,21 21,58 20,31 0,90 
0,5 pg 20,83 20,39 0,31 22,14 20,23 1,35 25,00 24,11 0,63 
0,05 pg 25,12 24,06 0,75 25,48 23,37 1,49 28,11 26,87 0,88 
5 fg 27,14 28,03 0,63 29,09 28,97 0,08 -       32,51  
0,5 fg 30,03 31,43 0,99 32,67 31,49 0,83 -       -        
0,05 fg 34,44 34,31 0,09 36,09 33,57 1,78 -       -        
E [%] 97 95  94 102  92 97  
R2 0,98 0,98  0,98 0,94  0,96 0,97  
mRT-qPCR** CBCVd gBlocks HLVd gBlocks     HSVd gBlocks      
Konc    Cq voda Cq listi SD Cq voda Cq listi SD Cq voda Cq listi SD 
5 pg 12,18 11,62 0,40 12,22 10,33 1,34 9,90 9,38 0,37 
0,5 pg 16,58 16,02 0,40 16,33 17,41 0,76 13,21 13,26 0,04 
0,05 pg 20,56 20,06 0,35 20,06 19,83 0,16 17,22 16,73 0,35 
5 fg 23,57 23,57 0,00 22,99 22,62 0,26 19,80 19,98 0,13 
0,5 fg 26,74 26,65 0,06 25,84 25,71 0,09 23,02 22,78 0,17 
0,05 fg 30,87 30,63 0,17 29,72 29,42 0,21 -       -        
E [%] 90 85  97 92  102 99  
R2 0,99 1,00  0,99 0,97  1,00 0,99  
*konc, koncentracija redčenega vzorca; Cq, povprečna Cq-vrednost 3 meritev; Cq-voda, gBlocks CBCVd 
redčen v vodi; Cq-listi, gBlocks CBCVd redčen v listih hmelja; SD, standardna deviacija med vzorci pri isti 
koncentraciji; E, učinkovitost pomnoževanja, izražena v odstotkih; R2, koeficient linearne regresije; RT-qPCR 
je bil analiziran z AgPath kompletom reagentov, zato so Cq-vrednosti višje kot pri mRT-qPCR.  
**mRT-qPCR za vzorce gBlocks redčene v vodi (Cq-voda) in RNA izolirani iz listov hmelja (Cq-listi) 
Selektivnost smo z RT-qPCR za viroid CBCVd poleg listja analizirali tudi na tkivu storžkov, 
korenin in cvetja (pregl. 32) (sorta Celeia). Dobili smo zelo primerljive Cq-vrednosti, 
vrednost E je bila enaka oziroma bližje 100 %, SD so bile od 0,25 do 1,25. Med tkivi ni bilo 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
91 
 
statistično značilne razlike (p ≤ 0,05). Na metodi RT-qPCR in mRT-qPCR tkivo za viroide 
CBCVd, HLVd in HSVd nima statistično značilnega vpliva (pregl. 31, 32). 
Preglednica 32: Vpliv tkiva na Cq-vrednosti RT-qPCR viroida CBCVd, redčenega v vodi, listih, storžkih, 
koreninah in cvetovih. Za vzorce je podana serija redčitev, standardna deviacija redčitve, učinkovitost 
pomnoževaja in R2. 
Table 32: Influence of tissue on Cq values of RT-qPCR of CBCVd diluted in water, leaves, cones, roots and 
flowers. For the samples dilution serie, standard deviation of dilution, E and R2 are given.   
RT-qPCR Cq-vrednosti za CBCVd  
Konc*  Cq-voda Cq-listi Cq-storžek Cq-korenine Cq-cvet SD 
5 pg 18,91 18,97 19,39 19,24 19,46 0,25 
0,5 pg 22,28 24,81 22,08 22,13 22,06 1,20 
0,05 pg 26,01 27,62 25,77 25,75 26,12 0,78 
5 fg 28,95 31,00 29,16 29,45 29,34 0,82 
0,5 fg 31,34 32,79 32,77 33,75 33,02 0,87 
0,05 fg 35,14 36,3 35,95 35,54 36,21 0,48 
E [%] 106 103 98 96 96  
R2 0,99 0,95 0,99 0,98 0,98  
*konc, koncentracija redčenega vzorca; Cq, povprečna Cq-vrednost 3 meritev; Cq-voda, gBlocks CBCVd 
redčen v vodi; Cq-listi, gBlocks CBCVd redčen v listih hmelja; Cq-storžek, gBlocks CBCVd redčen v storžkih; 
Cq-korenine, gBlocks CBCVd redčen v koreninah; Cq-cvet, gBlocks CBCVd redčen v RNA, izoliarni iz 
cvetov hmelja; SD, standardna deviacija med vzorci pri isti koncentraciji; E, učinkovitost pomnoževanja, 
izražena v odstotkih; R2, koeficient linearne regresije 
Pri mRT-qPCR smo za CBCVd, HLVd in HSVd analizirali vpliv sort Celeia (CEL), Bobek 
(BO), Aurora (AU) in Savinjski golding (SG) (pregl. 33). Razlike med Cq-vrednostmi glede 
na sorto so bile zanemarljive, SD so bile od 0,08 do 0,48. Med sortami ni bilo statistično 
značilnih razlik (p ≤ 0,05), tako smo potrdili, da je metoda mRT-qPCR neodvisna od sorte. 
Ponovljivost in obnovljivost smo z RT-qPCR izvedli v 5 analizah z dvema operaterjema 
(priloga N). Vzorce smo analizirali pri različnih koncentracijah in izračunali CV, ki je bil za 
CBCVd od 0,49 do 3,85 %, za HLVd od 0,58 do 3,67 % in za HSVd od 0,53 do 2,79 %. 
Najmanjše razlike (CV) so bile pri srednji koncentraciji, največje pa pri minimalni. Zaradi 8 
tehničnih ponovitev je bil razpon SD za CBCVd od 0,13 do 1,27, za HLVd od 0,13 do 1,29 
in za HSVd od 0,12 do 0,96 (priloga N). Med analizami, izvedenimi v istem oziroma 
različnih dneh, ni bilo statistično značilne razlike (p ≤ 0,05). Metoda je bila pri optimalni 
koncentraciji zelo dobro ponovljiva in obnovljiva, prav tako pa na RT-qPCR ni imela vpliva 
zamenjava operaterja.  
Z mRT-qPCR smo ponovljivost in obnovljivost izvedli v 5 analizah na seriji redčitev 
(priloga O). Izračunali smo CV za CBCVd od 0,94 do 1,85 %, za HLVd od 0,81 do 1,76 % 
in za HSVd od 0,92 do 1,52 %. Najnižji CV smo dobili pri 5 ng, nižje vrednosti pa pri nižjih 
koncentracijah. Standardna deviacija je bila zaradi treh tehničnih ponovitev nižja kot pri RT-
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qPCR, pri CBCVd od 0,02 do 0,54, pri HLVd od 0,02 do 0,68 in pri HSVd od 0,02 do 0,38. 
Med analizami (inter in intra) ni bilo statistično značilnih razlik (p ≤ 0,05). Z analizami smo 
potrdili ponovljivost in obnovljivost obeh metod.  
Preglednica 33: Vpliv sorte na Cq-vrednosti reakcije mRT-qPCR za viroide CBCVd, HLVd in HSVd za vzorec 
B (združena RNA iz hmelja), redčen v vodi, RNA iz sorte Celeia, Bobek, Aurora in Savinjski golding. Za 
vzorce je podana koncentracija in standardna deviacija. 
Table 33: Influence of cultivar on Cq values of mRT-qPCR for CBCVd, HLVd and HSVd for sample B 
(combined RNA from hops) diluted in water, RNA from cultivar Celeia, Bobek, Aurora and Savinjski golding. 
For the sample concentration and standard deviation is given. 
CBCVd vzorec B 
Konc [ng]* Cq-voda       Cq CEL      Cq BO        Cq AU         Cq SG     SD 
5 19,81 19,93 19,97 20,04 19,99 0,09 
0,5 22,72 22,48 22,81 22,29 22,43 0,21 
0,05 25,52 25,18 25,77 24,94 25,48 0,32 
HLVd vzorec B 
Konc [ng] Cq-voda       Cq CEL      Cq BO        Cq AU         Cq SG     SD 
5 19,62 19,75 19,83 19,78 19,76 0,08 
0,5 22,27 22,01 22,34 21,96 22,04 0,17 
0,05 24,96 24,80 25,21 24,65 24,96 0,21 
HSVd vzorec B 
Konc [ng] Cq-voda       Cq CEL      Cq BO        Cq AU         Cq SG     SD 
5 17,30 17,73 17,75 17,72 17,66 0,19 
0,5 20,05 19,42 20,30 19,38 19,41 0,43 
0,05 22,87 22,15 23,26 22,16 22,52 0,48 
*konc, koncentracija vzorca B; Cq, povprečna Cq-vrednost 3 meritev; Cq-voda, vzorec B redčen v vodi; Cq 
CEL/BO/AU/SG, vzorec B redčen v RNA, izolirani iz sorte Celeia (CEL), Bobek (BO), Aurora (AU) in Savinjski golding 
(SG); SD, standardna deviacija Cq-vrednosti pri enaki koncentraciji. 
4.7 SPREMLJANJE KONCENTRACIJE VIROIDOV V RASTLINAH 
S kvantifikacijo viroidov v hmelju smo želeli določiti porazdelitev viroidov CBCVd in 
HLVd po rastlini in spreminjanje titra viroidov čez rastno dobo. Sezonsko dinamiko viroidov 
CBCVd in HLVd smo spremljali od maja do decembra v starih in mladih listih, cvetu, 
storžkih in koreninah rastlin z različno stopnjo obolelosti hude viroidne zakrnelosti hmelja 
(ocena 0= nesimptomatična, HLVd+, ocena 1= manj obolela, ocena 2= zelo obolela).  
4.7.1 Sezonska dinamika CBCVd in HLVd v hmelju 
Titer viroida smo izračunali na osnovi posameznih učinkovitosti pomnoževanja (priloga P) 
in izrazili kot povprečje vrednosti r (log2(r)) v odvisnosti od časa vzorčenja glede na stopnjo 
obolelosti in tkivo (priloga P, podrobnejši izračuni so na voljo v spletnem arhivu »figshare« 
pod doi: 10.6084/m9.figshare.12195996). Titer viroidov CBCVd in HLVd je bil glede na 
stopnjo obolelosti (ocena 2, 1) primerljiv čez celo rastno dobo, zato razlika med njima ni 
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bila statistično značilna (p ≤ 0,05). Enak rezultat smo dobili tudi, ko smo primerjali manj 
(ocena 1) in zelo obolele (ocena 2) rastline. Statistično značilna razlika je bila v vseh tkivih 
le pri HLVd med obolelimi in nesimptomatičnimi rastlinami (ocena 0), v katerih je bil titer 
viroida nižji. Statistično značilna razlika (p ≤ 0,05) med titri viroidov CBCVd in HLVd v 
posameznih tkivih obolelih rastlin (ocena 2, 1), glede na mesec (junij, julij, avgust, 
september), in med posameznimi meseci, glede na tkivo (stari in mladi listi, generativni 
organi, korenine), je prikazana v prilogi R. Ker med CBCVd in HLVd ni bilo statistično 
značilnih razlik, so rezultati sočasno prikazani za oba viroida. 
V analiziranih tkivih smo pri obeh viroidih in vseh ocenah opazili podobno sezonsko 
dinamiko. Vrednosti so, ne glede na stopnjo obolelosti, postopoma naraščale in dosegle vrh 
julija oziroma avgusta, ob koncu vegetacije se je titer viroidov počasi zmanjševal (sl. 22). 
Pri CBCVd in HLVd je pri oceni 2 titer viroida v starih in mladih listih čez rastno dobo 
naraščal, od septembra naprej je bil statistično značilno manjši (sl. 22 a). Pri manj obolelih 
(sl. 22 b) in nesimptomatičnih rastlinah (sl. 22 c) smo opazili podoben trend, vendar se je pri 
starih in mladih listih titer viroidov do julija zmanjševal, dosegel vrh avgusta, septembra pa 
ponovno padel. Pri oceni 0 je bil titer viroida HLVd v vseh tkivih statistično značilno nižji 
kot pri obolelih rastlinah. Pri generativnih organih je bilo pri oceni 2 viroida CBCVd največ 
julija v cvetovih, nato je vrednost v storžkih padala (sl. 22 a). Čez celo rastno dobo je bil 
najvišji titer (glede na vsa tkiva) pri HLVd julija v mladih listih in avgusta v storžkih (ocena 
2), potem pa je vrednost statistično značilno padla (sl. 22 a). Tudi pri oceni 1 je bil najvišji 
titer viroidov CBCVd in HLVd julija v cvetu (sl. 22 b), pri oceni 0 je bila vrednost HLVd v 
generativnih organih najvišja avgusta (sl. 22 c). Pri oceni 0 titer viroida HLVd ni bil najvišji 
pri generativnih organih, ampak v mladih listih (avgusta) (sl. 22 c). Za razliko od ostalih tkiv 
je bilo v koreninah največ viroida maja (ocena 2) oziroma julija (ocena 1), čez rastno dobo 
je vrednost padala in bila decembra statistično značilno manjša (sl. 22 a, b). Prav tako smo 
najnižji titer HLVd pri koreninah določili decembra pri oceni 0, a je bila v tem primeru 
najvišja vrednost dosežena oktobra in maja (sl. 22 c).  
Med različnimi stopnjami obolelosti (ocena 2 in 1) sicer ni bilo statistično značilnih razlik v 
dinamiki viroidov, kljub temu so bile med tkivi razlike (sl. 23). V starih listih je bil titer 
viroidov CBCVd in HLVd najvišji avgusta pri oceni 1, pri oceni 2 so bile višje vrednosti 
samo julija in oktobra (sl. 23 a, b). Titra obeh viroidov je bilo od julija do oktobra (HLVd) 
oziroma novembra (CBCVd) več pri oceni 1 v koreninah, z najvišjo vrednostjo doseženo 
julija (sl. 23 g, h). V mladih listih in generativnih organih je bil titer viroidov višji pri oceni 
2, z izjemo septembra in oktobra pri CBCVd v mladih listih (sl. 23 c-f). V starih in mladih 
listih in storžkih je bilo največ viroida avgusta, v koreninah je bil titer najvišji maja (CBCVd) 
in julija (HLVd) (sl. 23). Julija (ocena 2) in avgusta je bil pri koreninah titer viroidov glede 
na storžke in mlade liste statistično značilno manjši. V septembru je titer viroidov v mladih 
listih pri oceni 2 zelo padel, tako da je bil v koreninah in storžkih statistično značilno večji 
(sl. 22 a). 
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nadaljevanje Slike 22 
 
Slika 22: Sezonska dinamika viroidov CBCVd in HLVd v posameznih tkivih glede na stopnjo obolelosti rastlin 
(ocena 2 (a), ocena 1 (b), ocena 0 (c)). Podane so povprečne r vrednosti (log2(r)) glede na stopnjo obolelosti 
(ocena 2: zelo obolele, ocena 1: manj obolele, ocena 0: nesimptomatične). Prikazana je standardna napaka 
(n=3). Različne črke predstavljajo statistično značilno razliko pri p ≤ 0,055 (a, b) in p ≤ 0,01 (c). 
Figure 22: Seasonal dynamics od CBCVd and HLVd viroids in individual tissues with regards to plant infection 
rate (score 2 (a), score 1 (b), score 0 (c)). Average r values (log2(r)) are shown in respect to infection rate (score 
2: severe symptoms, score 1: minor symptoms, score 0: nonsymptomatic). Error bars represent standard errors 
(n=3). Different letters denote statistically significant differences at p ≤ 0.055 (a, b) and p ≤ 0.1 (c). 
V povprečju je bilo čez celo rastno dobo viroida HLVd v obolelih rastlinah (HLVd + 
CBCVd) v starih listih 2,3-krat, v mladih listih 1,4-krat in v generativnih organih ter 
koreninah 1,6-krat več kot v nesimptomatičnih rastlinah (HLVd+) (sl. 23). Titer viroida 
HLVd je bil od maja do avgusta v mladih, starih listih in generativnih organih nekoliko višji 
od CBCVd (sl. 23). V starih listih pri oceni 2 je bil titer viroida HLVd višji od CBCVd, pri 
oceni 1 je bil titer CBCVd od septembra naprej višji (sl. 23 a, b). Enako dinamiko med 
viroidoma, ki kaže na povečanje viroida CBCVd od avgusta naprej, smo potrdili tudi pri 
mladih listih in generativnih organih (sl. 23 c-f). V koreninah je bila dinamika ravno obratna 
in je bilo do septembra več viroida CBCVd, potem pa viroida HLVd (sl. 23 g, h).  
V povprečju je bila variabilnost titra CBCVd in HLVd med različnimi tkivi iz iste časovne 
točke (CBCVd: CV= 15 %, HLVd: CV= 13 %) primerljiva z variabilnostjo med istimi tkivi 
v različnih časovnih točkah (CBCVd: CV= 18 %, HLVd: CV= 12 %), kaj in kdaj vzorčimo 
ima tako primerljiv vpliv. Najmanjša variabilnost je bila med tkivi, vzorčenimi avgusta 
(CBCVd: CV= 6 %, HLVd: CV= 10 %), največja pa septembra (CBCVd: CV= 23 %, HLVd: 
CV= 18 %) (maja, novembra in decembra nismo vključili v izračun). V različnih časovnih 
točkah je bila najmanjša variabilnost pri koreninah (CBCVd: CV= 10 %, HLVd: CV= 7 %), 
največja pa pri starih listih (CBCVd: CV= 23 %, HLVd: CV= 20 %). 
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Slika 23: Titer viroidov CBCVd in HLVd v starih listih (a, b), mladih listih (c, d), generativnih organih (e, f) in koreninah (g, h) med rastno dobo. Podane so povprečne 
r vrednosti (log2(r)) glede na stopnjo obolelosti (ocena 2: zelo obolele, ocena 1: manj obolele, ocena 0: nesimptomatične). Prikazana je standardna napaka (n=3). 
Različne črke predstavljajo statistično značilno razliko pri p ≤ 0,01 (b, d, f-h), p ≤ 0,05 (c, e), p ≤ 0,055 (a). 
Figure 23: CBCVd and HLVd titer in old leaves (a, b), young leaves (c, d), generative organs (e, f) and roots (g, h) during the season. Average r values (log2(r)) are 
shown in respect to infection rate (score 2: severe symptoms, score 1: minor symptoms, score 0: nonsymptomatic). Error bars represent standard errors (n=3). Different 
letters denote statistically significant differences at p ≤ 0.01 (b, d, f-h), p ≤ 0.05 (c, e), p ≤ 0.055 (a). 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
98 
 
5 RAZPRAVA 
Cilj pričujoče doktorske disertacije je bil določiti biologijo viroida CBCVd in razviti metode 
za določanje viroidov v hmelju. V ta namen smo preizkušali in razvili različne metode 
umetnega okuževanja s CBCVd (poglavje 4.1), rezultate le-teh smo uporabili za določanje 
kroga gostiteljev (poglavje 4.2). V nadaljevanju smo določili stabilnost viroida CBCVd v 
ostankih okuženih rastlin in tleh (poglavje 4.3), analizirali širjenje (poglavje 4.4) in vpliv 
(poglavje 4.5) bolezni hude viroidne zakrnelosti. Za določanje viroidov v hmelju smo razvili 
mRT-PCR za CBCVd, HLVd, HSVd, AFCVd in endogeno kontrolo (poglavje 4.6.1) in 
mRT-qPCR za CBCVd, HLVd in HSVd (poglavje 4.6.2). S spremljanjem koncentracije 
viroidov CBCVd in HLVd čez rastno dobo hmelja smo določili sezonsko dinamiko viroidov 
v posameznih tkivih hmelja. 
5.1 PREIZKUŠANJE METOD ZA UMETNO OKUŽEVANJE RASTLIN Z VIROIDI 
Z namenom določitve gostiteljske specifičnosti za viroid CBCVd smo najprej preizkušali 
različne metode umetnega okuževanja na različnih testnih rastlinah in hmelju. Primerjava 
različnih načinov umetnega okuževanja nam je omogočila izbor optimalne testne rastline in 
metode za viroid CBCVd, ki smo jo uporabili za določanje kroga gostiteljev (poglavje 3.7). 
Z namenom pridobitve inokula na osnovi posameznih viroidov smo razvili metodo za 
umetno okuževanja z monomeri in dimeri viroida CBCVd, ki nam bo omogočala nadaljnje 
študije.  
5.1.1 Metode umetnega okuževanje rastlin s CBCVd 
V okviru izbora najboljšega načina umetnega okuževanja rastlin s CBCVd smo primerjali v 
literaturi najbolj pogosto uporabljene metode mehanske inokulacije (Hadidi in sod., 2003). 
Preizkušali smo inokulum na osnovi surovega rastlinskega soka in celokupnih nukleinskih 
kislin. Testne rastline smo izbrali glede na rezultate predhodnih testiranj gostiteljske 
specifičnosti CBCVd (Duran-Vila in Semancik, 2003; Semancik in Vidalakis, 2005). S 
primerjavo štirih različnih vrst inokula in dveh načinov vnosa inokula smo z razmazem 
uspešno okužili 7 (kumare, paradižnik, jajčevec) in z injiciranjem 8 rastlin (paradižnik). 
Največ okuženih rastlin (7/40) smo potrdili pri paradižniku sorte Heinz 1370 (pregl. 12). V 
primeru rastlinskega soka v fosfatnem pufru nismo bili uspešni. Pri uporabi pufrov ima velik 
vpliv pH, zato bi bilo smotrno v nadaljnjih raziskavah analizirati vpliv le-tega. Iz rezultatov 
preizkušanja različnih načinov okuževanja lahko sklepamo, da je za CBCVd primerna 
uporaba tako metode razmaza kot injiciranja, medtem ko se za indikatorsko rastlino za 
CBCVd lahko uporablja paradižnik sorte Heinz 1370. Pri paradižniku sorte Heinz 1370 
nismo zaznali vidnih bolezenskih znamenj, kar v primeru indikatorskih rastlin ni optimalno, 
vendar ne glede na to uporaba paradižnika v primerjavi s hmeljem zaradi možnosti gojenja 
čez celo leto in hitrejše rasti omogoča lažje izvajanje raziskav.  
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Za viroide je značilno, da lahko okužijo rastlino in ne kažejo bolezenskih znamenj, kar jim 
omogoča, da se lahko nenadzorovano širijo (Hadidi in sod., 2017b). Pri okužbi kumar in 
jajčevcev s CBCVd tudi v predhodnih raziskavah niso potrdili pojava bolezenskih znamenj, 
medtem ko so zelo intenzivna bolezenska znamenja opazili pri okužbi paradižnika 
(Semancik in Vidalakis, 2005). Vzrok je bil v uporabi druge sorte. V nadaljnjih raziskavah 
bi bilo z namenom določitve indikatorske rastline z bolezenskimi znamenji smiselno 
analizirati kumare sorte Suyo, ki so dovzetne za okužbo s HSVd (Nie in Singh, 2017) in 
paradižnik sorte Rutgers, ki ga lahko okuži viroid PSTVd (Hadidi in sod., 2017a).  
Uspešnost okužbe in izražanje bolezenskih znamenj je pri viroidnih obolenjih poleg sorte 
močno odvisno tudi od različice viroida, razvojne faze rastline in okolja, kjer imata največji 
vpliv visoka temperatura in veliko svetlobe (Flores in sod., 2011; Matoušek in sod., 2012). 
Za optimalno umetno okuževanje je zato zelo pomembno, da imamo na voljo mlajše tkivo 
in rastline okužimo pri visokih temperaturah (+20 °C) ter veliko svetlobe. Domnevamo, da 
je bil majhen odstotek (7,5 %) uspešne okužbe posledica okuževanja v pomladnem času 
(april 2014, v rastlinjaku), ko temperature niso bile visoke in svetilnost ni bila optimalna. 
Prav tako smo testne rastline okužili z nizko koncentracijo viroida in analizirali 2 meseca po 
okuževanju, zato obstaja velika verjetnost, da se je viroid v testnih rastlinah do meje 
detekcije namnožil z zakasnitvijo.  
Glede na predhodnje raziskave so s CBCVd umetno okuževali predvsem agrume, ki so jih 
vzorčili od 3 do 6 mesecev po okužbi (Semancik in Duran-Vila, 1991), lahko pa tudi po več 
letih, ko so se pojavila bolezenska znamenja (Verniere in sod., 2004). Titer viroidov se lahko 
med rastno dobo in z leti zelo spreminja ter doseže tudi vrednosti pod mejo detekcije, zato 
je izbira ustreznega časa vzorčenja ključna (Duran-Vila in Semancik, 2003). 
V okviru testiranja različnih načinov okuževanja za hmelj smo glede na rezultate okuževanja 
testnih rastlin uporabili višje koncentracije viroida, okuževali pri višjih temperaturah in 
rastline dvakrat vzorčili (60 dpi in 120 dpi) (pregl. 13). Z rezultati smo potrdili, da se viroidi 
do meje detekcije namnožijo z zakasnitvijo, saj se je odstotek okuženih rastlin 120 dpi 
povečal iz 14 na 28 %, kar pomeni, da je za uspešno potrditev okužbe rastline potrebno 
vzorčiti več kot 2 meseca po okužbi. V primeru injiciranja TNA in celokupne RNA je bila 
okužba 100 %, v primeru razmaza pa le 10 % (s TNA). Iz rezultatov lahko sklepamo, da je 
za hmelj primernejša uporaba injciranja inokula v steblo kot razmaza prek listov. Pridobljeni 
rezultati se ujemajo s predhodnimi raziskavami, ki pri viroidih na splošno kot tudi hmelju 
priporočajo uporabo injiciranja in večjo uspešnost okužbe pri uporabi stebla kot listov 
(Adams in sod., 1996; Nie in Singh, 2017). 
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5.1.2 Umetno okuževanje rastlin z monomerom in dimerom viroida 
Ker gre v primeru bolezni hude viroidne zakrnelosti hmelja za mešano okužbo z več viroidi, 
so lahko bolezenska znamenja posledica sinergije ali inhibicije, kar lahko vodi v njihovo 
ojačenje ali oslabitev (Semancik in Duran-Vila, 1991). Ker v naravi samostojna okužba 
hmelja s CBCVd ni prisotna, nam dejanski vpliv viroida na hmelj ni poznan, zato je bil naš 
cilj razviti inokulum, ki omogoča individualne okužbe, kot tudi preveriti infektivnost 
inokula. Pri pripravi CBCVd inokula iz obolelih rastlin, ki smo ga uporabljali za izvedbo teh 
raziskav, smo naleteli na težavo nezmožnosti eliminacije ostalih patogenov. V našem 
primeru smo infektivnost primerjali tako med monomerom in dimerom viroida CBCVd kot 
tudi med samimi dimeri, s poudarkom na vplivu strukture dimera, kjer smo z dodatkom 6 nt 
iz paličaste dobili razvejano sekundarno strukturo (pregl. 14). 
Glede na dosedanje raziskave (Cress in sod., 1983; Adkar-Purushothama in sod., 2015; 
Verhoeven in sod., 2009) okuževanja rastlin s cDNA konstrukti monomerov in dimerov 
viroidov je bilo ugotovljeno, da so dimeri viroidov bolj infektivni. Z našimi rezultati smo 
višjo stopnjo infektivnosti dimerov potrdili pri paradižniku in hmelju. Hmelj je bil zelo 
dovzeten za okužbo, potrdili smo tudi razliko v infektivnosti monomera in dimerov, kjer je 
bila uspešnost okužbe 60 % oziroma 100 %. Iz rezultatov lahko sklepamo, da je razvita 
metoda primerna za študije vpliva viroida CBCVd in da se poleg hmelja lahko za modelno 
rastlino uporabi tudi paradižnik, medtem ko so kumare za viroid CBCVd manj ustrezne. 
Hkrati smo analizirali tudi možnost vpliva strukture dimerov na uspešnost okuževanja 
različnih gostiteljev. Razvejana struktura dimera je imela ob okužbi paradižnika namreč 
negativen vpliv na okužbo. Pri kumarah smo kljub nizki stopnji okužbe pri razvejanem 
dimeru uspešno okužili eno rastlino, iz česar sklepamo, da lahko ima različna struktura 
dimera v različnih gostiteljih drugačen vpliv. Razvita metoda omogoča okuževanje rastlin 
samo s CBCVd in predstavlja pomembno tehniko pri nadaljnjih etioloških in epidemioloških 
študijah hude viroidne zakrnelosti hmelja in ostalih viroidnih obolenj, kjer nastopa CBCVd. 
5.2 DOLOČANJE GOSTITELJSKE SPECIFIČNOSTI CBCVd 
S ciljem določitve gostiteljske specifičnosti za viroid CBCVd smo kot možne gostitelje z 
RT-PCR analizirali različne plevelne vrste, ki rastejo v okuženih hmeljiščih, in z viroidom 
CBCVd mehansko okužili potencialne gostitelje. Za nekatere viroide je znano, da lahko 
okužijo širok spekter gostiteljev in se pogosto nahajajo v latentnih in mešanih okužbah 
(Hadidi in sod., 2017a). Ker se viroidi zelo hitro širijo, tako z mehanskim kontaktom kot 
tudi z vodo, žuželkami, semeni in cvetnim prahom, obstaja v naravi in pri kmetijski pridelavi 
velika nevarnost za prenos viroida na nove gostitelje (Verhoeven, 2010).  
Pleveli so pri pridelavi hmelja pogosto prisotni in lahko glede na izsledke drugih analiz 
služijo kot rezervoar viroidov (Baker in sod., 2011; Bogaert in sod., 2015; Gobatto in sod., 
2019; Ivanova in sod., 2014; Mackie in sod., 2016). Dokler niso v Avstraliji (Mackie in sod., 
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2016) in Braziliji (Gobatto in sod., 2019) številnih plevelnih vrst določili kot naravnih 
gostiteljev viroidov PSTVd in CSVd, je vladalo prepričanje, da pri širjenju viroidnih bolezni 
nimajo pomembne vloge (Bogaert in sod., 2015). Dokazali so, da so te različice zelo 
infektivne, kar je lahko razlog za hitro širjenje viroidnih bolezni (Mackie in sod., 2016). Do 
takrat je bila uspešnost umetnih okužb pleveli z viroidi le 5 % (Antignus in sod., 2007; 
Matoušek in sod., 2007), v primeru umetnih okužb s CSVd pa kar 30 % (Gobatto in sod., 
2019). 
V okviru analize plevelnih vrst iz okuženih hmeljišč smo testirali 15 plevelnih vrst, ki so 
rastle v neposredni bližini okuženih rastlin hmelja. Vse testirane rastline so bile negativne 
na CBCVd, zato predvidevamo, da analizirani pleveli ne predstavljajo potencialnih 
gostiteljev viroida, obstaja pa tudi možnost, da je bila zaradi vzorčenja v jesenskem času 
koncentracija viroidov v rastlinah pod mejo detekcije. Raziskavo plevelov, ki rastejo v 
hmeljiščih, sta pred leti opravila Yaguchi in Takahashi (1984). V njej je bilo na HSVd 
analiziranih 25 rastlinskih vrst, skupaj 105 rastlin, vendar so okužbo potrdili samo pri 
rastlinah hmelja. Bogaert in sod. (2015) so prisotnost viroida PSTVd testirali na plevelih, ki 
so rastli v rastlinjakih okrasnih rastlin v neposredni bližini okuženih rastlin. Prisotnost 
viroida so potrdili v primeru treh plevelnih vrst (Sonchus oleraceus L., Betula pendula Roth, 
Stachys recta L.), ki so bile v neposrednem kontaktu z listi okuženih rastlin. Iz omenjenega 
lahko sklepamo, da je za uspešen prenos viroida potreben neposreden kontakt med 
rastlinami, ki ga v našem primeru vse analizirane rastline niso imele, zato smo nadaljnje 
raziskave izvajali z umetnimi okužbami v rastni komori. 
Krog gostiteljev viroida CBCVd smo določili z mehanskimi okužbami 6 vrst vrtnin in 
poljščin (priloga Č), 7 sadnih vrst (priloga D) in 20 plevelnih vrst (priloga E). Z umetnimi 
okužbami smo potrdili rezultate dosedanjih raziskav, ki so kot gostitelje viroida CBCVd 
navajale jajčevec, paradižnik in navadno kumaro (Duran-Vila in Semancik, 2003; Semancik 
in Vidalakis, 2005), ki smo jih uspešno okužili v 10 % do 20 % (pregl. 18). Med ostalimi 
vrtninami, poljščinami in sadnimi vrstami nismo potrdili novih gostiteljev viroida CBCVd. 
Iz rezultatov lahko sklepamo, da izbrane sorte niso občutljive na CBCVd, v primeru izbire 
drugih sort bi do okužbe potencialno lahko prišlo, za kar bi bilo potrebno opraviti dodatne 
raziskave. V našem poskusu smo izbrali komercialno dostopne sorte, ki se gojijo v Sloveniji. 
Zaradi velikega število različnih rastlinskih vrst smo se omejili na manjše število različnih 
sort, zato vpliva sort nismo analizirali.  
V primeru navadne konoplje smo v eni rastlini potrdili okužbo s HLVd (24/9, sl. 12), kar 
smo potrdili tudi z določanjem nukleotidnega zaporedja. Naši izsledki so v skladu z rezultati 
raziskav, kjer so potrdili naravno okužbo konoplje s HLVd (Bektas in sod., 2019; Warren in 
sod., 2019). V primeru konoplje namreč HLVd ne deluje latentno kot pri hmelju, ampak so 
bolezenska znamenja zaostajanje v rasti, rumenjenje listov, krhko steblo in zmanjšan 
pridelek. Na podlagi omenjenih rezultatov se lahko še dodatno zavemo pomena poznavanja 
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kroga gostiteljev viroidov, ker je vsaka interakcija viroid-gostitelj specifična in lahko zaradi 
širjenja v latentnem gostitelju vodi do epidemije v občutljivem (Randles, 2003). 
Z umetnimi okužbami 20 plevelnih vrst smo potrdili, da lahko CBCVd med temi uspešno 
okuži le grenkoslad (Solanum dulcamara) (sl. 11), brez vidnih bolezenskih znamenj. Glede 
na rezultate in dejstvo, da se grenkoslad v slovenskih hmeljiščih ne pojavlja pogosto, pleveli 
ne predstavljajo večje nevarnosti za širjenje viroida CBCVd. Vse okužene rastline spadajo 
v družino razhudnikovk (Solanaceae), kar se ujema z rezultati dosedanjih raziskav, ki jih 
navajajo kot najbolj pogoste naravne gostitelje viroidov iz družine Pospiviroidae (Bogaert 
in sod., 2015). V eksperimentalnih pogojih so z uporabo metod, kot je biolistika, določili 
več gostiteljev različnih viroidov iz družine razhudnikovk, med drugimi tudi grenkoslad 
(Baker in sod., 2011). Glede na predhodne raziskave bi lahko več potencialnih gostiteljev 
CBCVd našli z umetnimi okužbami še med ostalimi rastlinami iz družine rutičevk 
(Rutaceae), bučevk (Cucurbitaceae) in razhudnikovk (Solanaceae), ki so pogosto dobri 
gostitelji virusov in viroidov. 
5.3 DOLOČANJE STABILNOSTI CBCVd V OSTANKIH RASTLIN IN TLEH 
Ohranjanje viroidov v ostankih rastlin je pri pridelavi hmelja pomembno, ker le-ta raste v 
trajnih nasadih, kjer lahko po izkrčenju in ponovni zasaditvi rastlin na istih površinah prihaja 
do ponovnih okužb zaradi ostankov obolelih rastlin v tleh. V hmeljarstvu se uporablja 
specifična agrotehnika, ki vključuje čiščenje in navijanje poganjkov, trganje trt in obiranje 
storžkov, kar generira veliko količino rastlinskih ostankov. Pri pridelavi hmelja se namreč 
2/3 rastlinske mase ne uporabi, zato lahko na 1 ha površine na leto v povprečju nastane 15,7 
ton ostankov (Čeh in sod., 2019), ki lahko v primeru okuženih hmeljišč predstavljajo nov vir 
okužbe. 
Kljub uničenju okuženih rastlin lahko v hmeljiščih ostane veliko ostankov, predvsem 
korenin, zato smo analizirali tako nadzemne kot podzemne dele uničenih rastlin. Ker v tleh 
hmeljišč prav tako ostane veliko ostankov, smo analizirali tudi stabilnost viroida v tleh. Na 
izkrčenih površinah, ki so bile okužene, se 2 leti izvaja premena, katere namen je očiščenje 
hmeljišča vseh ostankov hmelja. Za izvajanje pravilnih ukrepov ob odkritju okuženih rastlin 
je pomembna informacija, kako dolgo lahko viroid v rastlini še zaznamo po tem, ko rastlino 
mehansko uničimo oziroma tretiramo s heribcidom, in kako dolgo, če so ostanki zakopani v 
tleh. V vzorcih smo analizirali prisotnost viroidov in ne njihovo infektivnost, ker smo 
predpostavili, da lahko že sama prisotnost v optimalnih pogojih povzroči razmnoževanje 
viroida in njegovo širjenje. 
S poskusom stabilnosti v uničenih rastlinah smo želeli pokazati, ali aplikacija neselektivnega 
herbicida vpliva na hitrejši propad tkiva in posledično stabilnost CBCVd. V primeru 
mehanskega odreza je tkivo rastlin po štirih dneh propadlo v več kot 80 %, ker so se rastline 
posušile. Pri tretiranju s herbicidom je tkivo propadalo počasneje, rastline so postopoma 
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rjavele in se posušile po devetih dneh (priloga K). Viroida CBCVd v nadzemnih delih rastlin 
nismo zaznali po šestih tednih (priloga K). Naši rezultati so primerljivi z raziskavo viroida 
HSVd v hmelju, kjer so sicer analizirali infektivnosti HSVd v ostankih rastlin hmelja in 
potrdili stabilnost viroida HSVd do treh mesecev (Yaguchi in Takahashi, 1984). Za viroid 
PSTVd so v predhodnih raziskavah testirali stabilnost na različnih površinah in potrdili, da 
na površinah, kot so bombaž, plastika in guma ostane infektiven 24 ur, na človeški koži pa 
2 uri (Verhoeven in sod., 2010). 
Ne glede na obravnavanje (mehansko/herbicidno) je po uničenju rastlin listje najhitreje 
propadlo, posledično je bil CBCVd v listju najmanj stabilen (9 dni), medtem ko je bila pri 
trti in storžkih stabilnost statistično značilno višja (36–42 dni) (sl. 13). Ker med posameznimi 
obravnavanji ni bilo statistično značilnih razlik, lahko iz rezultatov sklepamo, da aplikacija 
neselektivnega herbicida nima vpliva na hitrejše propadanje nadzemnega dela rastline in 
posledično na stabilnost viroida CBCVd.  
V primeru analize podzemnega dela je bila pri rastlinah, kjer je bil uporabljen herbicid, 
hitrost razgradnje tkiva veliko intenzivnejša in posledično je bila slabša stabilnost CBCVd. 
Pri tretiranju s herbicidom smo CBCVd po 6 mesecih zaznali le pri 1 rastlini v glavni 
koreniki, ki edina ni propadla, eno leto od tretiranja so propadle vse korenine. V podzemnem 
delu mehansko odrezanih rastlin smo po 7 mesecih viroid zaznali v vseh podzemnih delih 
rastlin, po 1 letu smo vzorčili tudi korenine in novo nastale poganjke rastline ter potrdili 
prisotnost viroida CBCVd (priloga L). Rezultati, da so bili novo nastali poganjki mehansko 
odrezanih rastlin pozitivni na CBCVd, so bili pričakovani. Kljub mehanskemu odrezu 
nadzemnega dela viroid namreč še vedno ostane v koreninskem delu in se v naslednji rastni 
dobi z novimi poganjki razširi po rastlini. To kaže, da lahko nepopolno uničenje okuženih 
rastlin pri krčenju nasadov povzroči ohranjanje CBCVd in posledično nov vir okužbe ob 
zasaditvi novega nasada, kljub uporabi zdravih sadik. Ob izvajanju fitosanitarnih pregledov 
je bilo potrjeno, da se je okužba hitro vrnila v ponovno zasajena hmeljišča, ki niso bila 
ustrezno očiščena (Načrt …, 2019).  
S poskusom smo dokazali, da je ob uporabi herbicida stabilnost viroida CBCVd v 
podzemnem delu rastlin slabša kot pri mehanskem odrezu, ker koreninski sistem propade 
(sl. 14) in viroida po 7 mesecih ne zaznamo več. V podzemnem delu je stabilnost viroida 
večja, saj lahko tudi v koreninah, tretiranih s herbicidom, preživi 6 mesecev, v primeru 
mehanskega odreza pa je prisoten tudi po enem letu, ko rastline na novo poženejo. Za 
učinkovito uničenje okuženih rastlin je zato potrebno tretiranje s herbicidom, ker lahko v 
nasprotnem primeru novo nastali poganjki predstavljajo nov vir okužbe.  
CBCVd je v tleh zelo stabilen ter lahko v trtah in storžkih okuženih rastlin ostane prisoten 
skoraj 1 leto, kar predstavlja veliko nevarnost za širjenje viroida tudi po izkrčenju okuženih 
rastlin (pregl. 19). Glede na rezultate analize stabilnosti CBCVd v nadzemnih delih uničenih 
rastlin, ki so pokazali, da je bila stabilnost CBCVd v istih tkivih veliko manjša, v tleh tkivo 
počasneje razpada, zato se tudi viroid dlje časa ohrani. Okuženi ostanki v tleh omogočajo 
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ohranjanje viroida in predstavljajo nevarnost za širjenje bolezni, zato je po izkrčenju 
hmeljišč obvezna 2-letna premena, ki se lahko v primeru, da rastline ponovno poženejo, 
podaljša (Uradni list RS št. 16/19). Na ta način smo proučili kritične točke ohranjanja 
CBCVd v ostankih okuženih rastlin in tleh po obiranju in krčenju nasadov.  
5.4 ANALIZA ŠIRJENJA HUDE VIROIDNE ZAKRNELOSTI HMELJA 
Viroidna okužba se najpogosteje širi mehansko z okuženim rastlinskim sokom, ki ostaja na 
orodju in strojih pri izvajanju različnih agrotehničnih ukrepov (Hammond in Owens, 2006). 
Pri nekaterih viroidih lahko do širjenja pride zaradi medsebojnega kontakta rastlin in že 
samega kontakta z rastlino z roko ali oblačili (Verhoeven, 2010). Rastline so v času 
vegetacije zaradi izvajanja različnih agrotehničnih ukrepov izpostavljene številnim 
mehanskim vplivom, ki na rastlinah povzročijo poškodbe in omogočajo prenos rastlinskega 
soka.  
V sedmih letih analize širjenja bolezni hude viroidne zakrnelosti hmelja se je število obolelih 
rastlin (obolele + prazna mesta) v raziskovalnem hmeljišču povečalo iz 6,63 % na 57,74 %, 
okužba je napredovala za več kot 50 % (sl. 16, 17). Največje je bilo povečanje v odstotku 
propadlih rastlin, ker je na leto lahko propadlo tudi do 50 rastlin (pregl. 20, sl. 17). Število 
okuženih rastlin je po letu 2012 primerljivo naraščalo, vendar ni bilo konstantno, ker so 
rastline z oceno 2 zelo hitro propadale. Več rastlin je imelo višjo stopnjo obolelosti, ker v 
večini primerov okužba ni prešla kot pričakovano iz ocene 1 v 2, ampak so bile rastline že 
prvo leto ob odkritju okužbe ocenjene z 2 (sl. 16). Rastline smo ocenjevali vizualno, zato so 
lahko bile rastline ocenjene z 0 že okužene, vendar brez bolezenskih znamenj. Hiter preskok 
iz ocene 0 v 2 je lahko tudi posledica optimalnih zunanjih pogojev za širjenje viroida in 
hkrati slabega fiziološkega stanja rastline. Rastline so bile ocenjene z 2 od 1 do 5 let, preden 
so propadle. Pri rastlinah z oceno 1 so bile rastline v večini primerov okužene 1 leto, preden 
je okužba napredovala v oceno 2, kar pomeni, da je intenziteta obolelosti zelo hitro 
napredovala.  
Bolezen je bila na začetku spremljanja (2011‒2012) prisotna na robovih hmeljišča, kjer so 
rastline lahko prišle v kontakt z okuženimi rastlinami, ostanki ali stroji iz sosednjih hmeljišč. 
Kontakt med rastlinami in prenos z rastlinskim sokom zaradi mehanskih poškodb (rezanje, 
odstranjevanje stranjskih poganjkov, obiranje) je bil vzrok, da se je bolezen najprej širila 
znotraj vrst in postopoma proti notranjosti. Zaradi uporabe strojev (rezanje, obsipavanje, 
škropljenje) se je bolezen postopoma razširila tudi med sosednimi vrstami. V predhodnih 
raziskavah je bil pri hmelju enak način širjenja potrjen za viroida HSVd in HLVd, prenos 
znotraj vrst zaradi agrotehničnih opravil (Adams in sod., 1996; Pethybridge in sod., 2008; 
Yamamoto in sod., 1973).  
Hitrost širjenja bolezni pri upoštevanju obolelih in propadlih rastlin je bila v povprečju 8,5 
%. V hmeljišču je bila stopnja obdelave minimalna, prav tako se pridelek ni strojno obiral. 
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Ker se obolele rastline niso sproti odstranjevale, je veliko število rastlin propadlo. Glede na 
hitrost širjenja bolezni bi bilo v naslednjih 4 do 5 letih okuženo celo hmeljišče oziroma bi 
vse rastline propadle. Ob intenzivni obdelavi bi bilo širjenje bolezni še hitrejše, v predhodnih 
raziskavah je bila namreč potrjena 20 % hitrost širjenja bolezni (Jakše in sod., 2015). V 
predhodnih raziskavah je bilo pri določenih sortah hmelja potrjeno hitro širjenje za HLVd. 
V primeru sorte Osvald je prišlo v 3 letih do 65 % (Matoušek in Patzak, 2000) in pri sorti 
Omega v 2 letih do 75 % ponovne okužbe zdravih rastlin s HLVd (Adams in sod., 1992).  
Hitro širjenje hude viroidne zakrnelosti v raziskovalnem hmeljišču sovpada z rezultati 
fitosanitarnih pregledov, kjer je bil v zadnjih dveh letih zabeležen velik porast bolezni (pregl. 
4). V Sloveniji je bila v obdobju 2011–2019 huda viroidna zakrnelost potrjena na 36 
kmetijah, v letu 2019 je bilo okuženih 238 ha od 1.662 ha vseh hmeljišč, kar predstavlja 
14,32 % slovenskih hmeljišč (pregl. 4). Od tega je bila v letu 2019 v 84 nasadih v obsegu 
183 ha okužba prvič prisotna. V obdobju med letoma 2011 in 2019 je bilo izkrčenih 330 ha 
okuženih nasadov (Načrt …, 2019). Razlog za omenjeno je, da so okužena in zdrava 
hmeljišča v neposredni bližini kot del večjih kompleksov z različnimi lastniki. Če ima kdo 
med njimi na kmetiji prisotno okužbo, jo lahko zaradi ostankov rastlin, orodja ali uporabe 
istih strojev, na katerih ostane okužen rastlinski sok, prenese v kompleks, kjer se okužijo 
rastline drugih lastnikov. Bolezen zaradi hitrega širjenja in nezadostnega upoštevanja 
sanitarnih ukrepov predstavlja za slovensko hmeljarstvo veliko nevarnost. 
5.5 VPLIV HUDE VIROIDNE ZAKRNELOSTI HMELJA NA PRIDELEK 
Bolezenska znamenja hude viroidne zakrnelosti imajo največji vpliv na rast hmelja, zato 
smo z namenom določitve vpliva viroidov na pridelek merili višino hmelja glede na stopnjo 
obolelosti. Poleg količine je pri pridelavi hmelja najpomembnejša kakovost storžkov, zato 
smo storžkom iz različno obolelih rastlin določili kakovostne parametre. Določanje vpliva 
viroidov na pridelek je odvisno od intenzivnosti bolezenskih znamenj, ki se razlikujejo med 
sortami in na katere imajo velik vpliv vremenski pogoji (Pethybridge in sod., 2008).  
V hmeljišču smo pri zelo obolelih rastlinah prva izrazita bolezenska znamenja, kot so 
zaostajanje v rasti, opazili že v zgodnejših fazah razvoja (BBCH 18) (pregl. 21). Z 
nadaljevanjem vegetacije se je pojav bolezenskih znamenj stopnjeval, listi obolelih rastlin 
so vihali robove navzdol, bili so krhki, manjši in mehurjasti, rastline so se odklanjale od 
opore in težje vzpenjale po njej, izrazita sta bila krajšanje in zbitost vmesnih členkov glavnih 
trt in stranskih poganjkov, obolele so cvetele pred nesimptomatičnimi, storžki so bili izrazito 
majhni in lažji, z manjšim številom razvitih lupulinskih žlez, v primeru zelo prizadetih rastlin 
tudi nepravilno razviti. V avgustu (BBCH 81) je bilo vidno intenzivnejše pokanje primarnih 
trt in prizadeta korenika, na kateri se je razvila suha trohnoba, ki je pri zelo obolelih rastlinah 
vodila v popolno odmrtje celotnega koreninskega sistema (priloga A). Podobna bolezenska 
znamenja kot CBCVd lahko na hmelju povzroči tudi HSVd, vendar v tem primeru bolezen 
ni tako agresivna in hitra, saj se prvi bolezenski znaki pojavijo šele 3–5 let po okužbi in se 
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kažejo v zakrnelosti rastline zaradi krajših internodijev, zvijanju in rumenenju listov, 
zmanjšani velikosti storžkov in številu lupulinskih žlez, rastline pa preživijo tudi 10 let ali 
več (Sano, 2003, 2013). Podobna bolezenska znamenja se lahko pojavijo tudi zaradi 
fizioloških obolenj, kot je pomanjkanje bora in cinka, okoljskih dejavnikov, kot je toča, 
fitotoksičnost fitofarmacevtskih sredstev, okužba z virusom repnjakovega mozaika (ArMV) 
ali pozna sistemska okužba hmeljeve peronospore (Radišek in sod., 2017). 
Obolele rastline niso dosegle vrha žičnice (8 m), rastline z oceno 2 so dosegle višino do 2 
m, rastline z oceno 1 pa do 3 m (sl. 18). Rastline z oceno 1 drugače lahko dosežejo vrh, 
vendar smo v našem primeru imeli zelo izrazita bolezenska znamenja, zato se je rast 
predčasno ustavila. Zelo obolele rastline so dosegle le 20 % višine nesimptomatičnih rastlin 
in rastle 10-krat počasneje. Manj obolele rastline so v povprečju dosegle 35 % višine 
nesimptomatičnih rastlin in rastle 5-krat počasneje. Pri podrobnejši analizi višine rastlin smo 
ugotovili, da se pri obolelih rastlinah ni zmanjšalo število, ampak dolžina internodijev, kar 
se ujema z rezultati viroida HSVd pri hmelju (Kappagantu in sod., 2017; Pethybridge in sod., 
2008). Glede na dosedanje raziskave viroidov v hmelju so ob okužbi hmelja (sorta Kirin II) 
z viroidom HSVd rastline od 4 do 9 let po okužbi dosegle med 65 in 83 % višine zdravih 
rastlin (Kawaguchi-Ito in sod., 2009; Yamamoto in sod., 1970). Podobne rezultate (80 % 
višine zdravih rastlin) so potrdili tudi ob okužbi iste sorte hmelja z AFCVd (Sano in sod., 
2004). Rezultati kažejo, da viroid CBCVd na sorto Celeia deluje zelo agresivno in ima med 
ostalimi viroidi, ki lahko okužijo hmelj, najbolj negativen vpliv. 
Ker se hmelj prideluje zaradi storžkov, ki se v večini primerov uporabijo v pivovarski 
industriji, je določitev vpliva viroidnih bolezni na njihovo kakovost zelo pomembna. 
Raziskave vpliva viroidnih bolezni na hmelj se med posameznimi sortami zelo razlikujejo, 
hkrati pa so razlike tudi zaradi vpliva vremena in stopnje obolelosti rastlin (Pethybridge in 
sod., 2008). Vpliv viroida HSVd na občutljivo sorto hmelja (Kirin II) je bil potrjen že eno 
leto po okužbi, bolezenska znamenja pa so se pojavila šele 5 let po okužbi (Kawaguchi-Ito 
in sod., 2009). Zaradi okužbe občutljivih sort s HSVd lahko pride od 50 do 70 % zmanjšanja 
vsebnosti α- in β-kislin in do povečanja razmerja med β- in α-kislinami iz 1:20 na več kot 
1:44 (Kawaguchi-Ito in sod., 2009; Sasaki in Shikata, 1980; Yamamoto in sod., 1973). 
Obolelim rastlinam se za do 50 % zmanjša število storžkov, ki v povprečju dosežejo do 67 
% teže zdravih (Kawaguchi-Ito in sod., 2009; Yamamoto in sod., 1970).  
Vpliv HLVd na pridelek je zelo odvisen od sorte, pri sorti Omega se pridelek zmanjša do 27 
% in vsebnost α-kislin do 31 %, hkrati pa se poveča vsebnost β-kislin in eteričnih olj, kar 
vpliva na pospešeno zorenje storžkov (Barbara in sod., 1990). Pri sortah Osvald in Preminat 
je bilo potrjeno zmanjšanje vsebnosti α-kislin do 40 % in spremenjena sestava eteričnih olj, 
kjer se je povečala vsebnost mircena in zmanjšala vsebnost sekviterpenov. Spremembe v 
sestavi eteričnih olj so enake kot med zorenjem storžkov, zmanjšanje α-kislin pa ni značilno 
za to fiziološko spremembo (Patzak in sod., 2001). Zmanjšana vsebnost α-kislin za do 50 % 
je bila potrjena tudi štiri leta po umetni okužbi sorte Kirin II z AFCVd (Sano in sod., 2004).  
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Storžki sorte Celeia v povprečju dosegajo vrednosti med 3 in 6,5 ut. % α-kislin, med 2 in 3,3 
ut. % β-kislin, razmerje med njimi mora biti 1,8, vsebnost eteričnih olj pa med 1,5 in 3,6 
mL/100 g. V povprečju je dolžina nesimptomatičnih storžkov 27 mm in teža 100 suhih 14 g 
(Legenda…, 2016). Pri obolelih rastlinah so bile vse vrednosti statistično značilno nižje kot 
pri nesimptomatičnih, vsebnost α-kislin je bila do 70 % nižja, β-kislin do 55 % nižja, njuno 
razmerje je bilo do 60 % nižje in proti pričakovanju slabše pri rastlinah z oceno 1 (pregl. 
22).Vsebnost eteričnih olj je bila do 85 % nižja, dolžina do 40 % in teža do 70 % nižja pri 
oceni 2, razlika glede na nesimptomatične rastline je bila tudi do 3-kratna. Viroidi se 
povezujejo z gostiteljevimi proteini, ki spremenijo svojo fiziološko vlogo ter vplivajo na 
metilacijo rRNA-genov in s tem spremenijo izražanje genov gostiteljev (Daròs, 2016). Zato 
je lahko spremenjena sinteza rastlini lastnih snovi, kot so to α- in β-kisline ter eterična olja.  
Pri nobenem viroidu posledice na kakovosti storžkov niso tako velike kot pri okužbi CBCVd 
v kombinaciji s HLVd. Največji vpliv ima okužba na vsebnost α-kislin, ki je bila do 70 % 
nižja, β-kislin, ki je do 55 % nižja, in eteričnih olj, ki se zmanjša do 85 %. Okužba s hudo 
viroidno zakrnelostjo ima negativen vpliv na kakovost storžkov ter posledično na zmanjšanje 
grenkobe in arome piva. 
5.6 RAZVOJ METOD ZA DOLOČANJE VIROIDOV V HMELJU 
Za pravilno ukrepanje ob pojavu bolezni je hitro in zanesljivo določanje viroidov zelo 
pomembno. Obsežna testiranja v okviru fitosanitarnih pregledov proizvodnih in matičnih 
hmeljišč in pridelave certificiranega sadilnega materiala morajo biti podprta z občutljivimi, 
zanesljivimi in cenovno dostopnimi metodami. S ciljem specifičnega določanja vseh znanih 
viroidov, ki so sočasno prisotni v vzorcih hmelja, smo razvili metodi mRT-PCR in mRT-
qPCR. Razvite metode za sočasno določanje omogočajo zanesljivo analizo večjega števila 
rastlin, so hitre, delovno manj intenzivne, zmanjšajo porabo reagentov in navzkrižno 
kontaminacijo. Z mRT-PCR smo sočasno lahko specifično določili zaporedje vseh štirih 
viroidov v hmelju in endogene kontrole, z mRT-qPCR pa smo določili CBCVd, HLVd in 
HSVd.  
5.6.1 Razvoj metode za sočasno določanje viroidov z RT-PCR (mRT-PCR) 
Z razvojem občutljivejših metod za določanje viroidov so bili odkriti novi viroidi (Chambers 
in sod., 2018) in novi gostitelji (Al Rwahnih in sod., 2018; Jakše in sod., 2015). Zaradi 
sočasnih okužb z več patogeni za veliko viroidov najverjetneje ne vemo, da so prisotni 
oziroma da sploh obstajajo. Med viroidi pride do inhibicije ali sinergije in so zato nekatera 
bolezenska znamenja lahko oslabljena ali ojačana (Semancik in Duran-Vila, 1991). Za 
nekatere gostitelje, kot so hmelj, agrumi in vinska trta (Gambino in sod., 2014; Ito in sod., 
2002a; Jakše in sod., 2015), so sočasne okužbe z več viroidi običajne, posledično so stroški 
analiz visoki. Uporaba metod, ki omogočajo specifično določanje zaporedja vseh viroidov, 
ki se sočasno nahajajo v gostitelju, je zato ključna. Zato smo z namenom sočasnega 
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določanja vseh štirih viroidov iz hmelja razvili metodo mRT-PCR. V analizo smo vključili 
tudi uporabo endogenih kontrol, s katerimi smo določili kakovost izolirane RNA in se 
izognili lažno negativnim rezultatom kot posledica neustrezne izolacije RNA. Pri hmelju sta 
bila za določanje viroidov razvita duRT-PCR za sočasno določanje HSVd in HLVd 
(Eastwell in Nelson, 2007) in mRT-PCR za HSVd, HLVd in AFCVd (Lu in sod., 2012). 
Zaradi neustrezne velikosti produktov PCR in neujemanja z našimi različicami viroidov 
reakcije mRT-PCR nismo optimizirali glede na začetne oligonukleotide Lu in sod. (2012), 
razen v primeru HLVd, ki smo jih ustrezno spremenili. 
Pri optimizaciji reakcije smo morali biti pozorni na veliko število začetnih oligonukleotidov, 
ki se morajo sočasno specifično pomnoževati in biti različnih dolžin, da jih lahko zanesljivo 
zaznamo na gelu. Viroidi imajo kratka zaporedja, ki so med viroidi pogosto ohranjena, zato 
je načrtovanje začetnih oligonukleotidov še posebej zahtevno, saj le-ti ne smejo tvoriti 
dimerov oziroma se med seboj navzkrižno pomnoževati. Tekom raziskave smo testirali več 
že objavljenih parov začetnih oligonukleotidov na različicah viroidov iz hmelja, agrumov in 
vinske trte (priloga C). Pri HSVd nekateri začetni oligonukleotidi niso pomnožili različic iz 
vseh gostiteljev (Bernad in Duran-Vila, 2006; Eastwell in Nelson, 2007; El-Dougdoug in 
sod., 2010; Kofalvi in sod., 1997; Wang in sod., 2009). V primeru CBCVd smo pri enem 
paru (Wang in sod., 2013a) potrdili navzkrižno reakcijo začetnih oligonukleotidov in HLVd. 
Glede na rezultate smo izbrali specifične začetne oligonukleotide ter nekaterim med njimi 
spremenili Tm in velikost produkta (pregl. 23). Med začetnimi oligonukleotidi, ki lahko 
pomnožijo viroide iz družine Pospiviroidae, smo izbrali par Pospi1-FW/RE (Verhoeven in 
sod., 2004), ki je poleg drugih različic uspešno pomnožil vse viroide iz hmelja.  
Določili smo optimalne koncentracije, temperature reverzne transkripcije in naleganja. S 
testiranjem različnih kombinacij viroidov nismo potrdili tvorbe dimerov ali navzkrižnih 
reakcij med začetnimi oligonukleotidi (sl. 19 a). Čeprav so začetni oligonukleotidi 
specifični, smo v nekaterih primerih zaznali signale različnih velikosti, ki so bili 
najverjetneje posledica slabe izolacije oziroma kontaminacije. 
Metoda izolacije nukleinskih kislin je pri določanju viroidov zelo pomembna in mora 
rezultirati v kakovostnem vzorcu z nizko koncentracijo inhibitorjev, a lažno negativne 
rezultate lahko izključimo le ob uporabi endogene kontrole (Mirmajlessi in sod., 2015; 
Narayanasamy, 2011). Ker med rastlinskimi vrstami in tkivi obstajajo velike razlike, je 
metode izolacije potrebno prilagoditi. Vpliv izolacije smo primerjali na vzorcih hmelja, 
izoliranih s CTAB reagentom in kompletom reagentov SPT (Sigma Aldrich), ki smo jih 
pomnožili z mRT-PCR (sl. 19b). Primerjali smo vzorce posameznih viroidov (brez AFCVd) 
in združenih vzorcev in med izolacijami nismo zaznali razlik. V primeru mRT-PCR se je 
metoda CTAB izkazala kot enako učinkovita in stroškovno ugodnejša kot komercialno 
dostopen komplet, a je bila časovno zamudnejša.  
Za endogeno kontrolo smo določili gena nad5 in DRH1, ki sta se neodvisno pomnoževala v 
vseh gostiteljih, za sočasno pomnoževanje smo zaradi ustrezne velikosti izbrali DRH1 (51 
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bp). Začetne oligonukleotide za viroide smo skupaj z endogenimi geni pomnožili v reakciji 
v enem koraku. Ob sočasnem določanju več viroidov in endogene kontrole se je zmanjšala 
moč signala, zato je ob nižji koncentraciji viroidov v vzorcu (večjih redčitvah) priporočljiva 
uporaba endogene kontrole (DRH1, nad5) v ločeni reakciji ali duRT-PCR (sl. 21). V 
primeru, da ne analiziramo BVV rastlin hmelja, se kot endogeno kontrolo lahko uporabi 
HLVd, ki je na splošno razširjen v hmelju. 
Izbrane začetne oligonuleotide smo testirali na specifičnost in občutljivost. Z mRT-PCR smo 
specifično določili vse možne kombinacije viroidov (sl. 19a) in rezultate potrdili z 
določanjem nukleotidnega zaporedja produktov PCR, kjer smo dobili pričakovana 
zaporedja. Občutljivost reakcije mRT-PCR (sl. 20) je bila 100-krat manjša glede na RT-
PCR, tako na vzorcih gBlocks kot tudi biolistično okuženem hmelju. Zmanjšanje 
občutljivosti metode mRT-PCR je posledica velikega števila začetnih oligonukleotidov v 
reakciji, zaradi česar pride do motenj in tekmovanja med njimi (Gambino in sod., 2014; 
Kumar in sod., 2014; Lin in sod., 2012). Razvoj metode je otežen tudi zaradi neenakomerne 
porazdelitve različnih viroidov v istem gostitelju, kar velja tudi za viroide, ki lahko okužijo 
hmelj, in je posledica sinergije in navzkrižnega povezovanja med njimi (Matoušek in sod., 
2017).  
S primerjavo metod mRT-PCR, RT-PCR in dot-blot na biolistično okuženih vzorcih hmelja 
(pregl. 24) smo potrdili, da je mRT-PCR zanesljiva metoda, glede na RT-PCR smo dobili 
enake rezultate. Razlika je bila le v intenziteti signalov, pri večini vzorcev je RT-PCR imel 
močnejše signale. Z uporabo dot-blot smo pri več pozitivnih vzorcih dobili zelo šibke 
signale, v primeru HSVd pa tudi lažno negativne rezultate, kar je še dodatno potrdilo 
predhodne raziskave, po katerih metoda ni enako občutljiva kot RT-PCR (Mumford in sod., 
2000).  
V okviru rutinskega testiranja izvornih matičnih rastlin (IMR) hmelja, ki morajo biti brez 
viroidov in virusov, ker se uporabljajo za razmnoževanje sadilnega materiala, smo mRT-
PCR primerjali z RT-PCR. Med metodama smo potrdili 92 % ujemanje, do razlik je prišlo 
pri zelo šibkih signalih pri RT-PCR, ki smo jih z mRT-PCR potrdili kot lažno negativne 
(priloga H). Vzrok za neuspešno analizo je najverjetneje v koncentraciji viroidov, ki so bile 
zaradi nižje občutljivosti metode pod mejo detekcije mRT-PCR, hkrati pa ima lahko vpliv 
tudi sorta, saj smo razlike zaznali pri 6 od 15 sort. Glede na biolistično okužene vzorce so 
bile pri testiranju IMR nižje koncentracije viroidov, zato zanesljivo določanje nizkih ravni 
okužbe z mRT-PCR ni mogoče. Za testiranje IMR je tako bolj primerna uporaba začetnih 
oligonukleotidov za določanje viroidov iz družine Pospiviroidae (Pospi1-FW/RE), ki 
namnožujejo viroide brez znižanja občutljivosti. Ob tem se kot dodatna kontrola uporabijo 
začetni oligonukleotidi za DRH1. V primeru pozitivnih signalov s Pospi1-FW/RE se ti vzorci 
nato testirajo z mRT-PCR oziroma, če pri mRT-PCR ne dobimo signalov, uporabimo RT-
PCR, da določimo kateri viroid je prisoten v rastlinah. 
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Metoda ima ne glede na neujemanje z RT-PCR zaradi zmanjšane občutljivosti uporabno 
vrednost, saj lahko začetne oligonukleotide za viroide, endogene kontrole in viroide iz 
družine Pospiviroidae uporabimo v različnih kombinacijah, odvisno od vzorcev, ki jih 
analiziramo, in informacij, ki jih potrebujemo.  
5.6.2 Razvoj metode za sočasno določanje viroidov z RT-qPCR (mRT-qPCR) 
Metoda mRT-qPCR je bila razvita za določanje številnih rastlinskih patogenov, ker je 
robustna in cenovno ugodna (Botermans in sod., 2013; Lin in sod., 2013; Osman in sod., 
2017; Papayiannis, 2014; Saponari in sod., 2013). Za viroid HSVd je bilo razvitih več metod 
za ločeno in sočasno določanje z RT-qPCR (Lin in sod., 2015b; Loconsole in sod., 2013; 
Luigi in Faggioli, 2013; Papayiannis, 2014; Sun in sod., 2014). Na agrumih je bil razvit 
mRT-qPCR za sočasno določanje HSVd in CBCVd (Osman in sod., 2017). Nedavno pa je 
bil objavljen tudi dRT-qPCR za določanje CBCVd in endogene kontrole v hmelju (Seigner 
in sod., 2020).  
Z namenom hitrega, občutljivega in zanesljivega določanja smo razvili in validirali mRT-
qPCR za določanje CBCVd, HLVd in HSVd. V optimizacijo nismo vključili AFCVd, ker 
smo za njegovo določanje razvili mRT-PCR in ker je okužba hmelja z njim omejena samo 
na Japonsko. Rezultate mRT-qPCR smo primerjali z RT-qPCR, ki smo ga sočasno razvili, 
in z RT-PCR, ki se uporablja za rutinska testiranja viroidov iz hmelja (Jakše in sod., 2015). 
Načrtovanje začetnih oligonukleotidov in sond je bilo zelo zahtevno, viroidi imajo namreč 
majhen genom, zelo homologna zaporedja podobnih velikosti in v različnih gostiteljih ter 
geografskih regijah veliko variabilnost (Flores in sod., 2005; Ito in sod., 2002a; Wang in 
sod., 2013b). Zaporedja smo zato načrtovali iz poravnav med različicami viroidov in testirali 
na vzorcih iz različnih gostiteljev in geografskih regij (pregl. 9). Pri testiranju začetnih 
oligonukleotidov in sond smo imeli težave z nespecifičnim pomnoževanjem in 
nezmožnostjo pomnoževanja vseh različic viroidov, zato smo jih načrtovali več in za vsak 
viroid izbrali 1 par začetnih oligonukleotidov (pregl. 25). Z modifikacijami posameznih 
nukleotidov (+ pred nukleotidom) smo pri LNA-sondah dobili višji Tm, kar je pozitivno 
vplivalo na specifičnost hibridizacije in posledično smo v povprečju dobili za 3 cikle nižje 
Cq-vrednosti (Priloga O). Zaradi težavnih zaporedij, bogatih z AT- in GC-regijami smo pri 
načrtovanju sond imeli težave s predolgimi zaporedji oziroma nizkimi Tm, kar je uporaba 
LNA-sond odpravila (pregl. 25). Za endogeno kontrolo smo določili gen nad5, ki se je 
pomnoževal v vseh gostiteljih, in ga uporabili za analizo specifičnosti reakcije mRT-qPCR. 
Stabilnost v vzorcih hmelja je bila največja pri mRNA1192 in mRNA170, ki smo ju uporabili 
za vzorce hmelja in normalizacijo (poglavje 3.12). 
Za RT-qPCR in mRT-qPCR smo določili optimalne koncentracije začetnih oligonukleotidov 
in sond (pregl. 26, 27), optimalne temperature reverzne transkripcije in naleganja (pregl. 10). 
Za optimizacijo reakcije RT-qPCR smo zaradi težav z nespecifičnim pomnoževanjem 
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uporabili različne komplete reagentov, QuantiFast® Probe RT-PCR Kit (Qiagen) je imel 
glede na ostale komplete reagentov najvišje Cq-vrednosti in pozitivne signale v kontroli 
NTC (priloga M). S kompletom Luna® Universal Probe One-Step RT-qPCR Kit (NEB) smo 
dobili nižje Cq-vrednosti, zelo dobro učinkovitost pomnoževanja, vendar prav tako pozitivne 
signale v NTC. Vzrok za pozitivne signale v NTC (Cq ≥ 33) bi lahko bila kontaminacija 
vode, začetnih oligonukleotidov oziroma kita. Med testiranjem smo vse večkrat zamenjali, 
spreminjali koncentracije začetnih oligonukleotidov in analize ponovili, rezultati pa kljub 
temu niso bili negativni. Ko smo iste kombinacije začetnih oligonukleotidov pomnožili s 
kompletom reagentov AgPath-IDTM One Step RT-PCR (Thermo Fisher Scientific) in 
SensiFASTTM Probe No-ROX Kit (Bioline), smo dobili negativne NTC. Razlog za težave z 
NTC nam je neznan. Zaradi najbolj optimalnih rezultatov in dejstva, da je cena na vzorec 
skoraj 2-krat nižja kot z AgPath-IDTM, smo za testiranje RT-qPCR in mRT-qPCR izbrali 
komplet reagentov Bioline.  
Dejstvo je, da različni kompleti reagentov uporabljajo specifične encime, ione in pufre, ki 
so različno občutljivi in na katere ima lahko vpliv tudi sekundarna struktura začetnih 
oligonukleotidov (Sanders in sod., 2013). Med posameznimi kompleti reagentov je bila 
razlika tudi v Cq-vrednostih, ki so bile pri istih vzorcih lahko tudi za več kot 10 ciklov 
različne (priloga M). Razlike v Cq-vrednostih so lahko posledica različnega delovanja 
posameznih sistemov reverzne transkripcije, na katere lahko inhibitorno vplivajo tudi 
komponente celokupne RNA, ki tekmujejo za reagente (Sanders in sod., 2013). Razlog v 
razliki je lahko tudi uporaba različnih programov, pri katerih so bile razlike v temperaturi in 
času reverzne transkripcije in pomnoževanja (pregl. 10).  
V okviru validacije metod RT-qPCR in mRT-qPCR smo za posamezen viroid določili 
povprečno učinkovitost pomnoževanja, ki je bila v povprečju med 95 in 108 %, in koeficient 
linearne regresije (R2), ki je bil pri obeh metodah med 0,98 in 1,00 (pregl. 28), iz česar lahko 
sklepamo, da so se vrednosti meritev optimalno prilegale krivulji linearne regresije. Z RT-
qPCR smo občutljivost v vzorcu združenih gBlocks (vz. A) določili do 10 molekul viroida 
(10-10), z mRT-qPCR pa smo viroide določili do 100-krat manj občutljivo (pregl. 29). Meja 
detekcije z RT-qPCR je bila za združene RNA iz hmelja (vz. B) za CBCVd in HLVd 0,05 
pg, za HSVd 0,5 pg in z mRT-qPCR 100-krat višja. Pri vseh ponovitvah poskusov smo 
viroide zaznali do enake redčitve, iz česar lahko sklepamo, da je meja kvantifikacije (LOQ) 
enaka meji detekcije. Občutljivost smo primerjali tudi z RT-PCR, kjer smo vzorec B določili 
s 1000-krat manjšo občutljivostjo kot z RT-qPCR in z 10-krat manjšo kot z mRT-qPCR 
(pregl. 29). Manjša občutljivost pri mRT-qPCR je razumljiva zaradi konkurence med 
različnimi začetnimi oligonukleotidi in sondami (Mirmajlessi in sod., 2015; Papayiannis, 
2014). Za RT-qPCR je že bila potrjena 100 do 1000-krat večja občutljivost glede na RT-
PCR in hibridizacijo (Boonham in sod., 2004; Mumford in sod., 2000), prav tako je bila 
primerljiva občutljivost potrjena ob sočasnem določanju dveh ali več tarč (Mumford in sod., 
2000; Osman in sod., 2017; Papayiannis, 2014).  
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Zaradi razlike v občutljivosti smo z RT-qPCR določili višje mejne vrednosti (»Cut off«) kot 
z mRT-qPCR (pregl. 29). Določitev mejnih vrednosti je za pravilno določanje vzorcev z 
nizkimi koncentracijami bistvena, neustrezno določena mejna vrednost lahko pomeni lažno 
negativne ali pozitivne rezultate (Chandelier in sod., 2010). Navadno je mejna vrednost 40, 
saj Cq = 38 predstavlja teoretično mejo, pri kateri se ob upoštevanju 100 % učinkovitosti 
pomnoži ena sama kopija tarčnega zaporedja (Boben, 2006). V našem primeru smo za 
ustrezno določitev testirali veliko vzorcev in načinov za izračun mejne vrednosti (Delavnica 
…, 2013; Chandelier in sod., 2006; 2010) in za RT-qPCR dobili vrednosti med 35 in 30 ter 
za mRT-qPCR med 30 in 23 (pregl. 29). Vrednosti so precej nizke, v povprečju za 10 ciklov 
nižje kot pri pozitivnih rastlinah, zato sklepamo, da so ustrezne. 
Specifičnost začetnih oligonukleotidov smo testirali na 37 vzorcih in jih z RT-qPCR in mRT-
qPCR uspešno pomnožili v vseh gostiteljih, ne glede na geografsko regijo, kombinacijo 
viroidov in način okužbe (pregl. 30). Iz Cq-vrednosti smo izračunali razmerje med 
metodama (S/M), ki je bilo pri CBCVd od 0,97 do 1,15, pri HLVd od 0,75 do 1,03 in pri 
HSVd od 0,82 do 1,16. Pri HLVd je bilo najslabše razmerje pri vzorcu konoplje, ki je bil 
pred testiranjem z mRT-qPCR večkrat odtaljen. Kljub višjim Cq-vrednostim pri mRT-qPCR 
je bilo razmerje S/M vedno okrog 1, kar pomeni, da sočasno pomnoževanje ni imelo vpliva 
na specifičnost, prav tako med njima ni bilo statistično značilne razlike. Nespecifičnega 
pomnoževanja v zdravih rastlinah in vodi nismo zaznali. Z metodo mRT-qPCR smo vsakega 
od treh viroidov določili enako uspešno, tako v vzorcih okuženih z enim kot z več viroidi. 
Pri dveh vzorcih smo viroid zaznali samo z RT-qPCR, ker je bila koncentracija viroidov pod 
mejo detekcije za mRT-qPCR. Metodi sta robustni, saj sta lahko določili tako velike kot 
male količine viroida v vzorcu, zato je bil velik razpon v Cq-vrednostih (pregl. 30).  
Za zanesljivo določanje je poleg specifičnosti in občutljivosti pomembno, da je metoda 
selektivna, kar pomeni, da sorta gostitelja ali tkivo nanjo nimata vpliva. Za posamezne 
viroide smo zato z RT-qPCR in mRT-qPCR primerjali redčitve v vodi in RNA, izolirani iz 
BVV listja sorte Celeia (pregl. 31), v primeru CBCVd pa tudi v tkivu storžkov, korenin in 
cvetja (pregl. 32). Z analizo učinkovitosti pomnoževanja smo za viroide CBCVd, HLVd in 
HSVd potrdili, da tkivo na metodi nima statistično značilnega vpliva. Z mRT-qPCR smo za 
CBCVd, HLVd in HSVd analizirali tudi vpliv sort Celeia (CEL), Bobek (BO), Aurora (AU) 
in Savinjski golding (SG) (pregl. 33). Razlike med Cq-vrednostmi so bile zanemarljive in 
med njimi ni bilo statističnih razlik, tako smo potrdili, da je metoda mRT-qPCR neodvisna 
od sorte. 
Ponovljivost in obnovljivost smo z RT-qPCR izvedli v 5 analizah z dvema operaterjema 
(Priloga R) in izračunali CV, ki je bil za CBCVd od 0,49 do 3,85 %, za HLVd od 0,58 do 
3,67 % in za HSVd od 0,53 do 2,79 %. Analizo smo izvedli pri minimalni, optimalni in 
maksimalni koncentraciji viroidov in kot pričakovano, so bile največje razlike v CV in SD 
pri najnižji koncentraciji, večji razpon pa je bil tudi posledica 8 tehničnih ponovitev. Med 
analizami, izvedenimi v istem oziroma različnih dneh, ni bilo statistično značilne razlike. 
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Metoda je bila pri optimalni koncentraciji zelo dobro ponovljiva in obnovljiva, prav tako na 
RT-qPCR ni imela vpliva zamenjava operaterja. Z mRT-qPCR smo ponovljivost in 
obnovljivost izvedli v 5 analizah na seriji redčitev (Priloga S) in izračunali CV za CBCVd 
od 0,94 do 1,85 %, za HLVd od 0,81 do 1,76 % in za HSVd od 0,92 do 1,52 %. Tudi v tem 
primeru smo dobili najvišje CV-vrednosti pri najnižjih koncentracijah, zaradi treh tehničnih 
ponovitev je bil razpon SD manjši kot pri RT-qPCR. Statistično značilnih razlik ni bilo 
znotraj istega testa kot tudi ne med različnimi testi, izvedenimi v istem ali drugem dnevu. Z 
analizami smo potrdili ponovljivost in obnovljivost pri RT-qPCR in mRT-qPCR.  
Z analizo specifičnosti začetnih oligonukleotidov smo potrdili, da lahko z mRT-qPCR 
določamo različice viroidov iz hmelja, agrumov in vinske trte, kot tudi drugih gostiteljev, ki 
so bili umetno okuženi. Njena slabost je do 100-krat zmanjšana občutljivost glede na RT-
qPCR zaradi različnih začetnih oligonukleotidov in sond, ki so sočasno v reakciji, zato je 
uporaba ustreznih kontrol vzorcev in reagentov kot tudi endogenih genov ključna 
(Mirmajlessi in sod., 2015). Z analizo selektivnosti smo dokazali, da tkivo oziroma sorta 
hmelja na metodo nimata vpliva, kar je še posebej pomembno, ko testiramo različna tkiva. 
Da je metoda zanesljiva, smo dokazali z analizo ponovljivosti in obnovljivosti, pri kateri 
med posameznimi »intra« in »inter« testi ni bilo statistično značilnih razlik. Iz rezultatov 
validacije lahko sklepamo, da je razvita metoda specifična, hitra, robustna in zanesljiva, zato 
se lahko uporablja za potrjevanja bolezenskih žarišč, pri vrednotenju odpornosti in tolerance 
sort ter epidemioloških študijah. Metoda mRT-qPCR omogoča hitrejše (brez gelov) 
določanje viroidov, kvantifikacijo in večjo občutljivost kot mRT-PCR. Zaradi omejitev 
inštrumenta se lahko sočasno pomnožujejo le 4 tarče z delnimi zaporedji (do 100 bp), 
medtem ko se jih z mRT-PCR lahko tudi 10 s celimi dolžinami, zato smo za viroide v hmelju 
razvili tako mRT-PCR kot tudi mRT-qPCR. 
5.7 SPREMLJANJE KONCENTRACIJE VIROIDOV V RASTLINAH 
V primeru hude viroidne zakrnelosti hmelja sta v obolelih rastlinah sočasno prisotna CBCVd 
in HLVd. Med viroidoma je bila v predhodnih raziskavah potrjena sinergija (Jakše in sod, 
2015; Štajner in sod. 2019), zato nas je zanimal medsebojni vpliv viroidov. S spremljanjem 
koncentracije viroidov CBCVd in HLVd v različnih tkivih hmelja smo zato želeli določiti 
kolonizacijo rastline in interakcijo med viroidoma. Titer viroidov CBCVd in HLVd smo 
analizirali na rastlinah s tremi različnimi stopnjami obolelosti (ocena 0, 1, 2), v petih 
različnih tkivih in osmih časovnih točkah. V obolelih rastlinah (ocena 2 in 1) sta bila prisotna 
CBCVd in HLVd, v nesimptomatičnih (ocena 0) pa le HLVd, zato smo lahko analizirali 
interakcijo med viroidoma le v simptomatičnih rastlinah. 
Titer viroidov CBCVd in HLVd je bil v obolelih rastlinah primerljiv čez celo rastno dobo, 
zato razlika med njima ni bila statistično značilna. Enak rezultat smo dobili tudi, ko smo 
primerjali manj (ocena 1) in zelo obolele (ocena 2) rastline. Statistično značilna razlika je 
bila v vseh tkivih le pri HLVd med obolelimi in nesimptomatičnimi rastlinami (ocena 0), v 
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katerih je bil titer viroida nižji. V analiziranih tkivih smo pri obeh viroidih in vseh ocenah 
opazili podobno sezonsko dinamiko. Vrednosti so ne glede na stopnjo obolelosti postopoma 
naraščale in dosegle vrh julija oziroma avgusta, ob koncu vegetacije pa se je titer viroidov 
počasi zmanjševal (sl. 22). Čez celo rastno dobo je bil najvišji titer pri HLVd julija v mladih 
listih in avgusta v storžkih (ocena 2). Pri oceni 1 je bil najvišji titer viroidov CBCVd in 
HLVd julija v cvetu, pri oceni 0 pa je bila vrednost HLVd najvišja avgusta v mladih listih 
(sl. 22 ). Za razliko od ostalih tkiv je bilo v koreninah največ viroida maja (ocena 2) oziroma 
julija (ocena 1), čez rastno dobo je vrednost padala (sl. 22 a, c), pri oceni 0 pa je bila najvišja 
vrednost dosežena oktobra in maja (sl. 22 c).  
Med viroidoma CBCVd in HLVd sicer ni bilo statistično značilnih razlik v dinamiki, kljub 
temu so bile med tkivi določene razlike (sl. 23). V starih in mladih listih je bilo viroida 
CBCVd največ avgusta, v generativnih organih julija in v koreninah maja (sl. 23). Viroida 
HLVd je bilo v starih listih in generativnih organih največ avgusta, v mladih listih pri 
obolelih rastlinah julija in pri nesimptomatičnih avgusta. V koreninah je bil titer viroida 
HLVd najvišji julija (ocena 1) oziroma maja in oktobra (ocena 0) (sl. 23). Titer viroida HLVd 
je bil od maja do avgusta v mladih, starih listih in generativnih organih nekoliko višji od 
CBCVd (sl. 23). V starih listih pri oceni 2 je bil titer HLVd celo rastno dobo višji od CBCVd, 
pri oceni 1 pa je bil titer CBCVd od septembra naprej višji (sl. 23 a, b). Enako dinamiko med 
viroidoma, ki kaže na povečanje viroida CBCVd od avgusta naprej, smo potrdili tudi pri 
mladih listih in generativnih organih (sl. 23 c-f). V koreninah je bila dinamika ravno obratna 
in je bilo do septembra več viroida CBCVd in nato viroida HLVd (sl. 23 g, h).  
V povprečju je bilo čez celo rastno dobo viroida HLVd v obolelih rastlinah (HLVd + 
CBCVd) v starih listih 2,3-krat, v mladih listih 1,4-krat in v generativnih organih ter 
koreninah 1,6-krat več kot v nesimptomatičnih rastlinah (HLVd+) (sl. 23). Skoraj 2-kratno 
povečanje titra viroida HLVd, ob sočasni okužbi s CBCVd, kaže na sinergijo med 
viroidoma. V našo raziskavo nismo vključili rastlin, okuženih samo s CBCVd, za katere je 
podobno kot pri HLVd znano, da ob samostojni okužbi ne kažejo tako intenzivnih 
bolezenskih znamenj (Štajner in sod., 2019).V prejšnjih študijah je bilo potrjeno, da lahko 
ob sočasni okužbi viroidov zaradi sinergije prihaja do zmanjšanja pridelka, povečanega 
izražanja bolezenskih znamenj in zaostajanja v rasti (Serra in sod., 2008; Vernière in sod., 
2006).  
Povečanje titra viroida ob sočasni okužbi so potrdili tudi za viroid CEVd v kombinaciji s 
HSVd, ki je bil glede na samostojno okužbo statistično značilno višji (Lin in sod., 2015a). 
Ko so samostojno in sočasno okužbo primerjali za viroid HSVd, do povečanja ni prišlo. 
Serra in sod. (2014) so povečanje titra viroida CDVd potrdili ob sočasni okužbi z virusom, 
ki je viroidu omogočil kolonizacijo in razmnoževanje preko proteinov p23, ki zatrejo 
mehanizem utišanja RNA. Titer viroidov CBCVd in HLVd je bil zelo primerljiv čez celo 
rastno dobo, ne glede na stopnjo obolelosti (ocena 2, 1). Zanimivo je, da viroida glede na to, 
da prihajata iz istega rodu (Cocadviroid) in imata podobne biološke značilnosti, ne tekmujeta 
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za iste vire. Podobni viroidi navadno kolonizirajo ista tkiva in si konkurirajo, zato je ta 
ugotovitev nepričakovana (Serra in sod., 2014). Ni pa nesmiselna, ker so Lin in sod. (2015a) 
v 3-letni študiji viroidov CEVd in HSVd prišli do enakih ugotovitev.  
Z raziskavo smo potrdili predhodne ugotovitve, da viroidi po rastlinah niso enakomerno 
razporejeni (Li in sod., 1995; Morton in sod., 1993; Rodio in sod., 2006; Zhu in sod., 2001), 
zato ima pri določanju viroidov velik vpliv tkivo in čas vzorčenja. V predhodnih raziskavah 
so z uporabo dot-blot potrdili, da ima na koncentracijo viroida HLVd v hmelju velik vpliv 
sorta in da se titer viroida čez rastno dobo spreminja (Morton in sod., 1993). Koncentracija 
HLVd je bila v hmelju v Veliki Britaniji najvišja pozno v rastni dobi v spodnjih delih rastline, 
kjer so ga najprej zaznali. Ko se je rastlinam ustavila rast in so začele tvoriti cvetove, so 
HLVd zaznali po celi rastlini, med drugim tudi v konicah listov. Prav tako je na določanje 
imela vpliv temperatura, ker pod 15 °C viroida niso več zaznali (Morton in sod., 1993). V 
naši raziskavi smo kljub nizkim temperaturam, tudi pod 5 °C, viroide vseeno zaznali, ker 
smo uporabljali bolj občutljivo metodo določanja. Zato smo viroid HLVd zaznali pogosteje 
in prej v rastni dobi. Najvišji titer viroida smo, enako kot v predhodni raziskavi, tudi v našem 
primeru potrdili pozno v rastni dobi (avgusta), ko se začne obiranje. S poskusom smo 
potrdili, da je titer viroidov visok tudi v koreninah, kar je bilo predhodno že potrjeno za 
HLVd (Matoušek in sod., 1994). Nemški raziskovalci so med poletjem zaznali rahel padec 
titra viroida HLVd (Knabel in sod., 1999), tudi v našem poskusu je pri mladih listih titer 
HLVd do avgusta padal, vendar le pri manj obolelih in nesimptomatičnih rastlinah (sl. 22).  
Raziskava je pokazala, da imajo obolele rastline že spomladi visok titer viroidov, kar je 
velika težava ob navijanju hmelja, kjer se lahko viroidi širijo preko okuženega rastlinskega 
soka. Slabost poskusa je, da smo vzorčili šele od meseca maja naprej in ne od marca, ko je 
začetek vegetacije in se v hmeljiščih opravljajo kritične točke za širjenje bolezni, kot je 
rezanje in čiščenje poganjkov. V tem času so namreč potekale analize rastlin z RT-PCR, na 
podlagi katerih smo izbrali rastline za vzorčenje. Prav tako nimamo podatkov o titru viroidov 
iz stebla, ki bi bili pomembni zaradi določitve kritične točke ob obiranju, kjer se reže steblo. 
Vzorčenje stebla ni bilo mogoče, ker potem rastlina ne bi več rastla. Prav tako je v času 
obiranja hmelja, torej avgusta in septembra v storžkih in mladih listih zelo visok titer viroida, 
kar pri trganju rastlin ponovno pomeni prenos viroida iz okužene na neokuženo rastlino.  
Po naših podatkih je to prva študija sezonske dinamike viroidov v hmelju kot tudi prva 
analiza interakcije med viroidoma CBCVd in HLVd. Med viroidoma smo potrdili pozitivno 
korelacijo z akumuliranjem v enakih vzorcih glede na tkivo. Med viroidoma presenetljivo ni 
bilo konkurence, čeprav za opravljanje bioloških funkcij najverjetneje izrabljata iste vire, 
kar ostaja odprto vprašanje za nadaljnje raziskave. Tovrsten vpogled v tkivno kolonizacijo 
CBCVd in HLVd v hmelju v odvisnosti od fenološkega razvoja prispeva k razumevanju 
razvoja bolezenskih znamenj, vrednotenju odpornosti, identifikaciji kritičnih točk širjenja in 
omogoča analizo interakcij med viroidi ter viroidi in gostitelji.  
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6 SKLEPI 
Raziskali smo biologijo viroida CBCVd in razvili metode za določanje viroidov v hmelju. 
Paradižnik sorte Heinz 1370 smo določili kot testno rastlino viroida CBCVd in kot optimalno 
tehniko razmaz in injiciranje TNA in RNA. Pri hmelju smo kot najboljši način okužbe 
določili injiciranje TNA oziroma RNA, pri katerem je bila uspešnost 120 dpi 100 %. Razvili 
smo metodo za umetno okuževanje z monomeri in dimeri viroida CBCVd, pri kateri smo 
višjo stopnjo infektivnosti potrdili za dimere s paličasto sekundarno strukturo. Med gojenimi 
rastlinami in plevelnimi vrstami smo kot novega gostitelja viroida CBCVd določili 
grenkoslad (Solanum dulcamara) in kot gostitelja viroida HLVd potrdili navadno konopljo 
(Cannabis sativa).  
Viroid CBCVd je bil v ostankih rastlin na polju prisoten v tkivu trt in storžkov do 6 tednov, 
v koreninah do 6 mesecev in v tleh do 250 dni. V primeru korenin, ki po mehanskem odrezu 
niso propadle, smo viroid zaznali tudi po več kot enem letu. S sedem-letno analizo širjenja 
bolezni smo določili 8,5 % hitrost širjenja (št. obolelih rastlin/leto) in več kot 50 % povečanje 
obolelih rastlin, ki so v večini propadle. Vpliv hude viroidne zakrnelosti na pridelek je bil 
zelo negativen z izrazitimi bolezenskimi znamenji in z 10-kratnim zmanjšanjem rasti 
obolelih rastlin, do 70 % padcem α-kislin, do 55 % padcem β-kislin, do 85 % nižjimi 
eteričnimi olji, do 40 % krajšo dolžino in do 70 % nižjo težo storžkov.  
Za učinkovito določanje viroidov smo razvili metodi za sočasno analizo viroidov: mRT-PCR 
za določanje vseh 4 viroidov iz hmelja in endogen kontrole ter mRT-qPCR za določanje 
CBCVd, HLVd in HSVd iz različnih gostiteljev. Pri obeh metodah je bila zaradi sočasnega 
pomnoževanja slabša občutljivost, vendar kljub temu nespremenjena specifičnost. Metodi 
smo ustrezno validirali in analizirali na večjem številu vzorcev. Z uporabo razvitih metod 
smo določili sezonsko dinamiko in tkivno kolonizacijo viroidov CBCVd in HLVd v hmelju. 
Med viroidoma smo potrdili pozitivno korelacijo z akumuliranjem v enakih vzorcih glede 
na tkivo in sinergijo ob sočasni okužbi, ker je bilo povečanje titra v tem primeru do 2-kratno. 
Na splošno je bilo v rastlinah več viroida HLVd, vendar pa sta se titer in kolonizacija v tkivih 
obeh viroidov spreminjala čez celo rastno dobo. Najvišje vrednosti smo v starih in mladih 
listih, cvetu in storžkih potrdili julija in avgusta, pri koreninah pa maja. 
 
 
 
 
 
 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
117 
 
7 POVZETEK (SUMMARY) 
7.1 POVZETEK 
Hmelj se primarno prideluje za pivovarsko industrijo in uporablja kot zdravilna rastlina v 
tradicionalni medicini. Huda viroidna zakrnelost hmelja, ki jo povzroča viroid razpokanosti 
skorje agrumov (CBCVd) v kombinaciji s hmeljevim latentnim viroidom (HLVd), je ena 
izmed najhujših bolezni, ki jih na hmelju povzročijo viroidi. Bolezen se je v Sloveniji prvič 
pojavila leta 2007, od takrat je bilo izkrčenih več kot 330 ha hmelja na 36 kmetijah. V letu 
2019 je bilo okuženih 15 % površin, kljub izvajanju ukrepov se bolezen še vedno zelo hitro 
širi. V Sloveniji se hmelj goji na 1.600 ha površin, velikost okuženih kmetij je leta 2019 
presegla 370 ha, CBCVd zato zelo ogroža pridelavo slovenskega hmelja. Hmelj je bil v 
Sloveniji potrjen kot nov gostitelj viroida CBCVd, zato smo želeli določiti njegovo biologijo 
in razviti metode za določanje viroidov v hmelju.  
Preizkušali smo metode za umetno okuževanje testnih rastlin in hmelja z namenom določitve 
gostiteljske specifičnosti viroida CBCVd. Na paradižniku, kumarah in jajčevcih smo 
preizkušali različne tehnike okuževanja in infektivnost različnih inokulov. S preizkušanjem 
različnih kombinacij inokula in injiciranja oziroma razmaza smo prisotnost CBCVd potrdili 
pri 15 rastlinah, od katerih se je paradižnik sorte Heinz 1370 dokazal kot najboljša testna 
rastlina. Ker je bila učinkovitost okužbe enaka pri uporabi razmaza in injiciranja, smo za 
določanje kroga gostiteljev uporabili obe tehniki. Pri hmelju smo z injiciranjem TNA in 
RNA 4 mesece po okužbi potrdili 100 % učinkovitost, pri razmazu samo 10 %, zato se za 
okuževanje hmelja priporoča uporaba injiciranja. Za analize vpliva posameznih viroidov 
smo razvili umetno okuževanje z monomeri in dimeri viroida. Pri okužbi hmelja in 
paradižnika smo potrdili do 100 % infektivnost za dimere viroida CBCVd, pri monomerih 
pa do 60 %. Hkrati smo analizirali tudi vpliv strukture dimerov, ki pri hmelju ni igral vloge, 
pri paradižniku pa zaradi razvejane strukture ni prišlo do okužbe. S tem smo potrdili, da so 
dimeri bolj infektivni in primerni za študije vpliva posameznih viroidov. 
V okuženih hmeljiščih smo prisotnost CBCVd analizirali na 80 rastlinah iz 15 plevelnih vrst. 
Testiranje kroga gostiteljev viroida CBCVd smo izvedli z umetnimi okužbami 6 vrst vrtnin 
in poljščin, 7 sadnih vrst in 20 plevelnih vrst. V plevelih iz okuženih hmeljišč nismo potrdili 
viroida CBCVd, z umetnimi okužbami smo CBCVd zaznali v jajčevcih, paradižniku in 
navadni kumari. Med plevelnimi vrstami smo s CBCVd uspešno okužili grenkoslad 
(Solanum dulcamara), med poljščinami pa smo s HLVd, ki je bil hkrati prisoten v 
inokulumu, okužili navadno konopljo (Cannabis sativa). S tem so dokazali, da pleveli lahko 
služijo kot rezervoar viroidov, vendar za slovenski hmelj ne predstavljajo večje nevarnosti. 
Hkrati smo konopljo potrdili kot novega gostitelja viroida HLVd. 
Stabilnost viroida CBCVd smo spremljali v ostankih rastlin po mehanskem odrezu, tretiranju 
s herbicidom in v tleh. V ostankih rastlin je bil viroid CBCVd v trtah oziroma storžkih 
prisoten do 6 tednov, v koreninah do 6 mesecev, v tkivu, ki ni propadlo, pa tudi po enem 
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letu. Med odrezom in tretiranjem s herbicidom v nadzemnih delih ni bilo statistično značilnih 
razlik, medtem ko je bila v koreninah stabilnost CBCVd ob uporabi herbicida manjša. Viroid 
CBCVd smo v trti in storžkih, zakopanih v tleh, zaznali do 250 dni. Z rezultati smo potrdili, 
da ostanki rastlin na polju in v tleh predstavljajo veliko nevarnost za širjenje viroida po 
odstranitvi in izkrčenju okuženih rastlin, kot tudi da je za uspešno izkrčenje potrebna 
uporaba herbicida. 
Širjenje bolezni hude viroidne zakrnelosti hmelja smo analizirali za obdobje 7 let, v tem času 
se je število obolelih rastlin povečalo za več kot 50 %. Širjenje bolezni je bilo na leto 8,5 % 
pri upoštevanju obolelih in propadlih mest. Ker se obolele rastline niso sproti odstranjevale, 
je veliko število rastlin propadlo, širjenje okužbe pa je lahko bilo zato hitrejše. V desetih 
letih bi se tako obseg okužbe povečal za 90 % oziroma bi propadle vse rastline. 
Vpliv hude viroidne zakrnelosti hmelja na pridelek smo določili z analizo hitrosti rasti 
hmelja in kakovosti storžkov. Nesimptomatične rastline so imele hitrost rasti 10-krat večjo 
kot obolele (na dan so zrasle do 14 cm), medtem ko so zelo obolele rastline zrasle do 2 cm 
in dosegle le 20 % višine nesimptomatičnih rastlin. V obdobju med junijem in avgustom so 
rastline razvile izrazita bolezenska znamenja. Negativen vpliv viroidov smo potrdili tudi pri 
storžkih, kjer so bile pri obolelih rastlinah vse vrednosti pod predvidenimi. Vsebnost α-kislin 
je bila nižja do 70 %, β-kislin do 55 %, (razmerje α/β do 60 %), vsebnost eteričnih olj do 85 
%, dolžina do 40 % in teža do 70 %. Določili smo negativen vpliv na kakovost pridelka, kar 
je še dodaten dokaz o agresivnosti viroida CBCVd. 
Za sočasno specifično določanje zaporedja vseh štirih viroidov iz hmelja in endogene 
kontrole smo razvili mRT-PCR. Nato smo testirali specifičnosti velikega števila objavljenih 
začetnih oligonukleotidov in določili, kateri so ustrezni za testiranje različic iz posameznih 
gostiteljev. Glede na rezultate smo izbrali najbolj optimalne in jih pomnožili skupaj z 
endogenimi geni. Metodi smo določili 100-krat manjšo občutljivost glede na RT-PCR, 
vendar boljšo kot pri dot-blot. V okviru validacije smo testirali 135 rastlin (14 sort) in potrdili 
92 % ujemanje z RT-PCR, razlog je bil v manjši občutljivosti. Z uporabo različnih 
kombinacij začetnih oligonukleotidov za viroide in endogene kontrole se lahko metodo 
uporablja v obliki duRT-PCR, ki je dovolj občutljiva za določanje nizkih koncentracij. Kot 
mRT-PCR pa se lahko uporablja za podporo drugim metodam.  
Metodo mRT-qPCR smo razvili za določanje HLVd, HSVd in CBCVd in primerjali z 
metodo RT-PCR ter sočasno razvito metodo RT-qPCR. Za validacijo smo uporabili različice 
viroidov iz različnih geografskih območij in gostiteljev. Pri mRT-qPCR smo določili 100-
krat manjšo občutljivost glede na RT-qPCR in 10-krat boljšo kot pri RT-PCR. Zmanjšanje 
občutljivosti ni imelo vpliva na specifičnost, metoda se je izkazala kot robustna in selektivna 
glede na različna tkiva in sorte. Pri analizi ponovljivosti in obnovljivosti ni bilo statistično 
značilnih razlik. Razvita metoda mRT-qPCR je specifična, hitra, robustna in zanesljiva, zato 
se lahko uporablja za potrjevanja bolezenskih žarišč, vrednotenje odpornosti in tolerance 
sort ter v epidemioloških študijah.  
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Koncentracijo viroidov CBCVd in HLVd v posameznih tkivih hmelja smo določili z analizo 
rastlin skozi celo rastno dobo. Po naših podatkih je to prva študija sezonske dinamike 
viroidov v hmelju kot tudi prva analiza interakcije med CBCVd in HLVd. Med viroidoma 
smo potrdili pozitivno korelacijo z akumuliranjem v podobnih vzorcih lokalizacije glede na 
tkivo. Med viroidoma presenetljivo ni bilo konkurence, čeprav za opravljanje bioloških 
funkcij najverjetneje izrabljata iste vire. Na splošno je bilo v rastlinah več viroida HLVd, a 
sta se titer in kolonizacija v tkivih obeh viroidov spreminjala čez celo rastno dobo. Najvišje 
vrednosti smo v starih in mladih listih, cvetu in storžkih potrdili julija in avgusta, pri 
koreninah pa na začetku rastne dobe. Med zelo in manj obolelimi rastlinami hmelja ni bilo 
večjih razlik v višini titra. Glede na nesimptomatične rastline je bil titer viroida HLVd v 
obolelih rastlinah dvakraten, s čimer smo potrdili sinergijo med CBCVd in HLVd ob sočasni 
okužbi. Iz rezultatov smo naredili korelacijo s pojavom bolezenskih znamenj ter določili 
primeren čas in tkivo za vzorčenje kot tudi kritične točke širjenja viroidov. Tovrsten vpogled 
v tkivno kolonizacijo viroidov CBCVd in HLVd v hmelju, v odvisnosti od fenološkega 
razvoja, prispeva k razumevanju razvoja bolezenskih znamenj, vrednotenju odpornosti, 
identifikaciji kritičnih točk širjenja in omogoča analizo interakcij med viroidi ter med viroidi 
in gostitelji. 
7.2 SUMMARY 
Hop plants are primarily grown for the brewing industry and have been used as a medicinal 
plant in traditional medicine. Severe hop stunt diesease caused by citrus bark cracking viroid 
(CBCVd) in combination with hop latent viroid (HLVd) is one of the worst diseases that 
viroids cause in hop. The disease first appeared in Slovenia in 2007, and since then more 
than 330 ha of hop has been removed on 36 farms. In 2019, 15 % of the cultivation area was 
infected with the disease, and despite the implementation of measures, the disease is still 
spreading very fast. In Slovenia, hop is grown on 1.600 ha, and the size of infected farms in 
2019 exceeded 370 ha. Therefore CBCVd poses a great threat to the production of Slovenian 
hop. Hop was confirmed as the new host of the CBCVd in Slovenia, therefore we wanted to 
determine viroids biology and develop methods for the detection of hop viroids. 
We tested methods for artificial infection of test plants and hop to determine the host range 
of CBCVd. We tested different infection techniques and infectivity of different inocula on 
tomatoes, cucumbers and eggplants. By testing different combinations of inoculum and 
injection or smear, the presence of CBCVd was confirmed in 15 plants, of which the Heinz 
1370 tomato proved to be the best test plant. Because the efficacy of the infection was the 
same when using smear and injection technique, we used both to determine the host range. 
In the case of hop, 100% efficacy was confirmed by injection of TNA and RNA 4 months 
after infection, and only 10% in the case of smear, so the use of injection is recommended 
for infecting hop. To analyze the impact of individual viroids, we developed an artificial 
infection with monomers and dimers. Up to 100% infectivity of CBCVd dimers was 
confirmed in hop and tomato and up to 60% with monomers. At the same time, we also 
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analyzed the influence of the dimer structure, which did not play a role in hops, while no 
infection occurred in tomatoes due to the branching of the structure. This confirmed that 
dimers are more infectious and suitable for individual viroid impact studies. 
In infected hop gardens, the presence of CBCVd was analyzed on 80 plants of 15 weed 
species. Host range testing of CBCVd was performed with artificial infections of 6 species 
of vegetables and crops, 7 fruit species and 20 weed species. In infected hop gardens, 
CBCVd was not confirmed in weeds. Using artificial infections CBCVd was detected in 
eggplants, tomatoes and cucumbers. Among weed species, we successfully infected woody 
nightshade (Solanum dulcamara) with CBCVd. Among crops, we infected cannabis 
(Cannabis sativa) with HLVd, which was also present in the inoculum. With this, we proved 
that weeds can serve as a reservoir of viroids, but they do not pose a major danger to 
Slovenian hop production. At the same time, we confirmed cannabis as the new host of the 
HLVd viroid. 
CBCVd stability was monitored in plant residues after mechanical cutting, herbicide 
treatment, and in the soil. In plant residues, CBCVd was present in vines or cones for up to 
6 weeks, in roots for up to 6 months, and in tissue that did not decay even after one year. 
There were no statistically significant differences between the mechanical cutting and 
herbicide treatment in the aboveground parts. In the roots, the stability of CBCVd was lower 
when using the herbicide. CBCVd viroid was detected in vines and cones buried in the 
ground for up to 250 days. The results confirmed that plant residues in the field and in the 
soil pose a high risk of viroid spread after removal of infected plants, as well as that 
successful removal requires the use of herbicide. 
The spread of severe hop stunt disease was analyzed for 7 years and during this time the 
number of diseased plants increased by more than 50 %. The spread of the disease was 8.5 
% per year, considering symptomatic and removed plants. Because the infected plants were 
not removed on a regular basis, a large number of plants perished, and the spread of the 
infection was faster. Over ten years, the extent of the infection could increase by 90 % or all 
plants would perish. 
The influence of severe hop stunt diease on yield was determined by analysis of hop growth 
rate and cone quality. Nonsymptomatic plants grew 10 times higher than symptomatic (up 
to 14 cm per day), while plants with severe symptoms grew up to 2 cm and reached only 20 
% of the height of nonsymptomatic plants. In the period between June and August, the plants 
developed pronounced disease symptoms. The negative effect of viroids was also confirmed 
in cones, where in symptomatic plants all values were lower than expected. The content of 
α-acids was decreased by 70 %, β-acids 55 % (the ratio of α / β 60 %), the content of essential 
oils 85 %, length 40 % and weight 70 %. We determined a negative impact on crop quality, 
which is further evidence of the aggressiveness of the CBCVd viroid. 
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To specifically determine the sequence of all four hop viroids and endogenous control we 
developed a mRT-PCR method. We next tested the specificity of a large number of published 
primers and determined which are suitable for testing isolates from individual hosts. Based 
on the outcome, we selected the most optimal ones and multiplied them together with 
endogenous genes. The method was determined to have 100-fold lower sensitivity with 
respect to RT-PCR but better with respect to dot-blot. As part of the validation, 135 plants 
(14 varieties) were tested and 92% were confirmed by RT-PCR, due to lower sensitivity. 
Using different combinations of primers for viroids and endogenous controls, the method 
can be used in the form of duRT-PCR, which is sensitive enough to determine low 
concentrations, and mRT-PCR assay can be used to support other methods. 
The mRT-qPCR method was developed for HLVd, HSVd and CBCVd detection and 
compared with the RT-PCR and simultaneously developed RT-qPCR. Viroid isolates from 
different geographical areas and hosts were used for validation. Multiplex RT-qPCR had 
100-fold lower sensitivity in comparison to RT-qPCR and 10-fold better than RT-PCR. The 
reduction in sensitivity did not affect specificity, the method proved to be robust and 
selective with respect to different tissues and isolates. There were no statistically significant 
differences in the repeatability and reproducibility analysis. The developed mRT-qPCR 
method is specific, fast, robust and reliable, so it can be used for confirmation of disease 
foci, evaluation of resistance and tolerance of varieties, and epidemiological studies. 
The concentration of CBCVd and HLVd viroids in individual hop tissues was determined 
by analysis of plants throughout the growing season. According to our data, this is the first 
study of the seasonal dynamics of viroids in hops, as well as the first analysis of the 
interaction between CBCVd and HLVd. A positive correlation was confirmed between the 
viroids, with accumulation in the similar localization patterns with respect to the tissue. 
Surprisingly, there was no competition between the viroids, although they most likely use 
the same resources to perform biological functions. In general, there were more HLVd 
viroids in the plants, but the titer and colonization in the tissues of both viroids varied 
throughout the season. Old and young leaves, flowers and cones had the highest values in 
July and August, whereas roots peaked at the beginning of the season. There were no major 
differences in titer between hop plants with severe or moderate symptoms. Compared to 
asymptomatic plants, double HLVd titer was detected in symptomatic plants, thus 
confirming the synergy between CBCVd and HLVd in simultaneous infection. From the 
results, we were able to make a correlation with the occurrence of disease symptoms and 
determine the appropriate time and tissue for sampling. The critical points of viroid spread 
were determined as well. Such an insight into the tissue colonization of CBCVd and HLVd 
viroids in hop depending on phenological development contributes to understanding the 
development of disease symptoms, evaluating resistance, identifying critical points of 
spread, and allows analysis of viroid-viroid and viroid-host interactions. 
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PRILOGA A 
Huda viroidna zakrnelost hmelja: bolezenska znamenja sorte Celeia 
Bolezenska znamenja Nesimptomatične rastline hmelja 
 
 
Okuženo hmeljišče Neokuženo hmeljišče 
 
 
Zbita rastlina z odvitim vrhom in krajšimi 
internodiji 
Zdrava rastlina 
 
 
Rastlina cveti do 10 dni prej Normalen čas cvetenja 
 se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice iz Priloge A 
Bolezenska znamenja Nesimptomatične rastline hmelja 
 
 
Majhni, nepravilno razviti storžki Zdravi storžki 
 
 
Krhki, mehurjasti listi, ki se vihajo navzdol Zdravi listi 
 
 
Odvijanje trte od opore Zdrava trta 
se nadaljuje 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
 
nadaljevanje preglednice iz Priloge A  
Bolezenska znamenja Nesimptomatične rastline hmelja 
 
 
Koničasti vrhovi, ki se odvijajo Zdrava rastlina, ki zraste do vrha 
 
 
Pokanje primarne trte Zdrava primarna trta 
 
 
Rumenenje listov Zdravi zeleni listi 
  
Suha trohnoba korenike Zdrava korenika 
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PRILOGA B 
Seznam umetno sintetiziranih viroidov (gBlocks) CBCVd, HSVd, HLVd in AFCVd. Zaporedje gBlocks glede na uporabljeno metodo in začetne 
oligonukleotide. 
Metoda  Začetni oligonukleotidi Zaporedje gBlocks 5’-3’* 
Viroid razpokanosti skorje agrumov, CBCVd (KM211546) 
RT-PCR CVd-IV-F1_1/R1 GGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTC
CACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACCTGAGATAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAATAAAAATGG
CCCGCGTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGTGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCCCC 
mRT-PCR CVIV-1P/1M CTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCCCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGG
GAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCG
ACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCT 
RT-qPCR CBCVdq-F6/R6 CTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCCCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGG
GAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCG
ACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCT 
Viroid zakrnelosti hmelja, HSVd (HE575347) 
RT-PCR HSVd-II/III GACCGGTGGCATCACCTCTCGGTTCGTCTTCCAACCTGCTTTTTGTCTATCTAAGCCTCTGCCGCGGATCCTCTCTTGAGCCCCTCTGGGGAATTCTCGA
GTTGCCGCATGGGTAAGCAAAGAAAAAACAAGGCAGGGAGGAGACTTACCTGAGAAAGGAGCCCCGGGGCAACTCTTCTCAGAATCCAGCGAGAGG
CGTAGGAGAGAGGGCCGCGGTGCTCTGGAGTAGAGGCTTCTGCTTCGAAACACCATCGATCGTCCCTTCTTCTTTTACCTTCTCCTGGCTCTTCGAGTG
AGACGC 
mRT-PCR HSV-9/8M CGCGGTGCTCTGGAGTAGAGGCTTCTGCTTCGAAACACCATCGATCGTCCCTTCTTCTTTTACCTTCTCCTGGCTCTTCGAGTGAGACGCGACCGGTGGC
ATCACCTCTCGGTTCGTCTTCCAACCTGCTTTTTGTCTATCTAAGCCTCTGCCGCGGATCCTCTCTTGAGCCCCTCTGGGGAATTCTCGAGTTGCCGCAT
GGGTAAGCAAAGAAAAAACAAGGCAGGGAGGAGACTTACCTGAGAAAGGAGCCCCGGGGCAACTCTTCTCAGAATCCAGCGAGAGGCGTAGGAGAG
AGGGC 
  
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice iz Priloge B  
Metoda  Začetni oligonukleotidi Zaporedje gBlocks 5’-3’ 
Viroid zakrnelosti hmelja, HSVd (HE575347) 
RT-qPCR HSVd-F/R CTGGGGAATTCTCGAGTTGCCGCATGGGTAAGCAAAGAAAAAACAAGGCAGGGAGGAGACTTACCTGAGAAAGGAGCCCCGGGGCAACTCTTCTCAG
AATCCAGCGAGAGGCGTAGGAGAGAGGGCCGCGGTGCTCTGGAGTAGAGGCTTCTGCTTCGAAACACCATCGATCGTCCCTTCTTCTTTTACCTTCTCC
TGGCTCTTCGAGTGAGACGCGACCGGTGGCATCACCTCTCGGTTCGTCTTCCAACCTGCTTTTTGTCTATCTAAGCCTCTGCCGCGGATCCTCTCTTGAG
CCCCT 
Hmeljev latentni viroid, HLVd (NC_003611) 
RT-PCR HLVd-M/P GGTGGATACAACTCTTGAGCGCCGAGCTTTACCTGCAGAAGTTCACATAAAAAGTGCCCCTCTGGGGAATACACTACGTGACTTACCTGTATGGTGGC
AAGGGCTCGAAGAGGGATCCCCGGGGAAACCTACTCGAGCGAGGCGGAGATCGAGCGCCAGTTCGTGCGCGGCGACCTGAAGTTGCTTCGGCTTCTT
CTTGTTCGCGTCCTGCGTGGAACGGCTCCTTCTTCACACCAGCCGGAGTTGGAAACTACCC 
mRT-PCR 
 
HL-F/R1 AGTTGCTTCGGCTTCTTCTTGTTCGCGTCCTGCGTGGAACGGCTCCTTCTTCACACCAGCCGGAGTTGGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGAGCG
CCGAGCTTTACCTGCAGAAGTTCACATAAAAAGTGCCCCTCTGGGGAATACACTACGTGACTTACCTGTATGGTGGCAAGGGCTCGAAGAGGGATCCC
CGGGGAAACCTACTCGAGCGAGGCGGAGATCGAGCGCCAGTTCGTGCGCGGCGACCTGA 
RT-qPCR HLVd-F1/R1 CTGGGGAATACACTACGTGACTTACCTGTATGGTGGCAAGGGCTCGAAGAGGGATCCCCGGGGAAACCTACTCGAGCGAGGCGGAGATCGAGCGCCA
GTTCGTGCGCGGCGACCTGAAGTTGCTTCGGCTTCTTCTTGTTCGCGTCCTGCGTGGAACGGCTCCTTCTTCACACCAGCCGGAGTTGGAAACTACCCG
GTGGATACAACTCTTGAGCGCCGAGCTTTACCTGCAGAAGTTCACATAAAAAGTGCCCCT 
Viroid grbavosti jabolk AFCVd (AB429183) 
RT-PCR 
mRT-PCR 
AFCVd-IIsa/IIIsa CGTCGACGAAGGGTCCTCAGCATAGCACCGGCAGGTGCGGCGAATCGGATAACGCTAGCCGTCCTCCAATGGAGAACTGGAAAAGCTCCGGCTTTTCC
TTTTTTCTGTAACTGGAACGCGCTGTTGCGCTCGCTAGCCAGACCTGCAGGGAAGCTAGCTGGGTCCCGCTAGTCGAGCGGACTCGTCCCAGCGGTCCC
AACCAGTTTTCTTAATCCTATTTTTCCCTGCCAGCGCCCGGTCGTGGATACCTATGATACCCTTGTTTGGGTGCCCTGGGCTCCAACTAATGGTTCCTGT
GGTTTCACACCGAAGGCCGCGAAGCTTGGAAAGAAGAGATAGAAAAGCTGGGTAAGACTCACCTGGTGACTCGT 
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PRILOGA C 
Razvoj metode mRT-PCR: Testiranje začetnih oligonukleotidov viroidov CBCVd, HSVd, HLVd, AFCVd in endogenih genov na različicah 
viroidov iz različnih gostiteljev in gBlocks. 
a) Viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd) 
Začetni 
oligonukelotid 
Zaporedje 5`-3` 
Velikost 
produkta [bp] 
Vir 
Specifičnost začetnih oligonukleotidova 
NH BH A HLVd HSVd gBlocks 
CVd-IV-F1 GGGGAAATCTCTTCAGAC 
284 (Bernad in Duran-Vila, 2006) + + + - - - 
CVd-IV-R1 GGGGATCCCTCTTCAGGT 
CVd-IV-F1_1 GGGGAAATCTCTTCAGACTC 
284 
spremenjen (Bernad in 
Duran-Vila, 2006) 
+ + + - - - 
CVd-IV-R1 GGGGATCCCTCTTCAGGT 
CV4-AM3 (-) TCTTTCTCAGGTCGCGAAGGAAGAAGC 
208 (Ito in sod., 2002a) + + + - - + 
CV4-AP4 (+) CTGGGGAATTTCTCTGCGGGACC 
CVd-IV-1 GACGATCGGATGTGGAGCCAGC 
284 (Francis in sod., 1995) + + + - - - 
CVd-IV-2 GCTTCTTCCTTCGCGACCTG 
CVIV-1P ACAGCTTGTGGAGGGAACATAC 
228 (Nakahara in sod., 1999) + + + - - + 
CVIV-1M TATTAACAAGCCTGGGAGGAACA 
CVd-IV-R CCGGGGATCCCTCTTCAGGT 
138 (Wang in sod., 2009) + + + - - - 
CVd-IV-F GGTGGATACAACTCTTGGGTTGT 
CBCVd-For68-89 CCGGGGAAATCTCTTCAGACTC 
281 (Wang in sod., 2013a) + + + - - - 
CBCVd-Rev71-48 CCGGGGATCCCTCTTCAGGTATGT 
CBCVd-For213-235 ACCCGGTGGATACAACTCTTGGG 
279 (Wang in sod., 2013a) + + + + - - 
CBCVd-Rev220-199 CACCGGGTAGTTTCTATCTCAG 
CVIV-CP(+) CCGGGGAAATCTCTTCAGACTC 
284 (Ito in sod., 2002b) + + + - - - 
CVIV-CM(-) GGATCCCTCTTCAGGTATGT 
        se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice iz Priloge C 
b) Viroid zakrnelosti hmelja (HSVd) 
Začetni oligonukleotid Zaporedje 5`-3` 
Velikost 
produkta [bp] 
Vir 
Specifičnost začetnih oliogonukleotidova 
BH A V HLVd CBCVd gBlocks 
HSVd I GCGTCTCATCGGAAGAGCC 
301 
(Matoušek in sod., 2003) 
+ + + - - - 
HSVd II GACCGGTGGCATCACCTCT 
HSVd II GACCGGTGGCATCACCTCT 
301 + + + - - - 
HSVd III GCGTCTCACTCGGAAGAGCC 
spremenjen (Matoušek in 
sod., 2003) 
HSV-83M AACCCGGGGCTCCTTTCTCA 
~300 (Sano in sod., 2001) + + + - - - 
HSV-78P AACCCGGGGCAACTCTTCTC 
HSVd (+) CTGGGGAATTCTCGAGTTGCCGCA 
~320 
(El-Dougdoug in sod., 
2010) 
+ - + - - - 
HSVd (-) AGGGGCTCAAGAGAGGATCCGCGGCA 
HSVd-Sano1 GGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGTC 
~300 (Sano in sod., 1988) + + + - - - 
HSVd-Sano2 GGGGCAACTCTTCTCAGAATCC 
VP19 GCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAG 
~300 (Kofalvi in sod., 1997) + - - - - - 
VP20 CGCCCGGGGCAACTCTTCTCAGAATCC 
HSV 25-mer (h) CCGGGGCAACTCTTCTCAGAATCCA 
~300 (Ito in sod., 2006) + + + - - - 
HSV 19-mer (c) GGCTCCTTTCTCAGGTAAG 
HSVd-R1 GGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGTC 
~300 
(Bernad in Duran-Vila, 
2006) 
+ - + - - - 
HSVd-F1 GGGGCAACTCTTCTCAGAATCC 
HSVdE1 GCCCCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAG 
300 (Eastwell in Nelson, 2007) + - + - - - 
HSVdE2 GGCAACTCTTCTCAGAATCC 
HSVd-R CCGGGGCAACTCTTCTCAGGTAAGT 
302 (Wang in sod., 2009) + - + - - - 
HSVd-F GGCAACTCTTCTCAGAATCCAGC 
HSV-9 CGCGGTGCTCTGGAGTAGA 
~300 (Nakahara in sod., 1998) + + + - - + 
HSV-8M CGCCTCTCGCTGGATTCTG 
        se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice iz Priloge C  
c) Latentni viroid hmelja (HLVd) 
Začetni 
oligonukleotid 
 Zaporedje 5`-3` 
Velikost 
produkta 
[bp] 
Vir 
Specifičnost začetnih oligonukleotidova 
NH BH HSVd CBCVd gBlocks 
HLVd M TAGTTTCCAACTCCGGCTGG 
~ 250 (Hataya in sod., 1992) + + - - - 
HLVd P GGATACAACTCTTGAGGGCC 
HLVd E_R CCACCGGGTAGTTTCCAACT 
260 (Eastwell in Nelson, 2007) + + - - - 
HLVd E_F ATACAACTCTTGAGCGCCGA 
HL-F AGTTGCTTCGGCTTCTT 
175 
(Lu in sod., 2012) 
+ + - - - 
HL-R CCATCATACAGGTAAGTCAC 
HL-F AGTTGCTTCGGCTTCTT 
175 + + - - + 
HL-R1 CCACCATACAGGTAAGTCAC spremenjen (Lu in sod., 2012) 
d) Viroid grbavosti jabolk (AFCVd) 
Začetni 
oligonukleotid 
Zaporedje 5`-3` 
Velikost 
produkta 
[bp] 
Vir 
Specifičnost začetnih oligonukleotidova 
BH HLVd HSVd CBCVd gBlocks 
AF-F TTGTCGACGAAGGGTCCTCA 
382 (Sano in sod., 2004) + - - - + 
AF-R TTGTCGACGACGAGTCACCA 
AFCVd1 CTGGTTGGGACCGCTGGGAC 
220 (Eastwell in Nelson, 2007) - - - - + 
AFCVd2 GACTCGTCGTCGACGAAGGGTC 
AFCVd IIsa CGTCGACGAAGGGTCCTCAG 
~ 370 (Matoušek in sod., 2017) + - - - - 
AFCVd Isa TTCGTCGACGACGAGTCACC 
AFCVd IIsa CGTCGACGAAGGGTCCTCAG 
~ 370 spremenjen (Matoušek in sod., 2017) + - - - + 
AFCVd IIIsa ACGAGTCACCAGGTGAGTCTTACC 
       se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice iz Priloge C  
e) Viroidi iz družine Pospiviroidae 
Začetni oligonukleotid Zaporedje 5`-3` Velikost produkta [bp] Vir 
Specifičnost začetnih 
oligonukleotidova 
NH BH A V 
PospF ATTAATCCCCGGGGAAACCTGGAG 
~200 (Bostan in sod., 2004) - - + + 
PospR AGCTTCAGTTGTTTCCACCGGGT 
Pospi1-FW GGGATCCCCGGGGAAAC 
~200 (Verhoeven in sod., 2004) + + + + 
Pospi1-RE AGCTTCAGTTGTATCCACCGGGT 
Vid-FW TTCCTCGGAACTAAACTCGTG 
~200 (Verhoeven in sod., 2004) - - - - 
Vid-RE CCAACTGCGGTTCCAAGGG 
f) Endogena kontrola 
Gen 
Začetni 
oligonukleotid 
Zaporedje 5`-3` 
Velikost 
produkta [bp] 
Vir 
Gostitelja 
NH BH A V 
7SL component of the 
signal recognition particle 
7SL-RNA-F TGTAACCCAAGTGGGGG 
204 (Maloukh in sod., 2009) + + - + 
7SL-RNA-R GCACCGGCCCGTTATCC 
DEAD-box RNA helicase 1 
DRH1-F CCAACCTACTGGGCTTCGAC 
51 (Maloukh in sod., 2009) + + + + 
DRH1-R CAGAATGGGTATGATCGGGC 
Glyceraldehyde- 
3-phosphate dehydrogenase 
GAPDH-F ACCGGAGCCGACTTTGTTGTTGAA 
160 (Maloukh in sod., 2009) + + - + 
GAPDH-R TCGTACTCTGGCTTGTATTCCTTC 
Nicotinamide 
adenine dinucleotide 
hydride dehydrogenase 
NADH-F ATAGCTTGTTCCACAGCGGG 
151 (Maloukh in sod., 2009) + + + + 
NADH-R GCCCTTCGCTACCCCATAAA 
NADH dehydrogenase 
subunit 5 
nad5-s CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA 
181 (Menzel in sod., 2002) + + + + 
nad5-as GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT 
Clathrin adaptor complexes 
medium subunit 
CAC-F1 CTGGCCATGTGAGAATTTCCTT 
100 (Štajner in sod., 2013) + + - - 
CAC-R1 CTCGCAATTTTTGTCACTACAACA 
a NH, različica viroida iz naravno okuženega hmelja; BH, različica viroida iz biolistično okuženega hmelja; A, različica viroida iz agrumov; V, različica viroida iz vinske trte; HLVd, HLVd iz 
biolistično okuženega hmelja; HSVd, HSVd iz biolistično okuženega hmelja; CBCVd, CBCVd iz biolistično okuženega hmelja; gBlocks, linearni umetno sintetizirani viroid (priloga B); +, 
pozitivni vzorec; -, negativni vzorec; spremenjeni začetni oligonukleotidi so označeni s krepko pisavo.  
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PRILOGA Č 
Določanje gostiteljske specifičnosti: umetna okužba vrtnin in poljščin s CBCVd. Datum, 
način okužbe in število inokulacij. 
aTNA= celokupne nukleinske kisline (DNA+RNA) 
 
 
 
 
Vrtnina/poljščina Latinsko ime Sorta Datum 
okužbe 
Način okužbea Število 
inokulacij 
Razhudnikovke Solanaceae     
Paradižnik 
 
Solanum 
lycopersicum 
Heniz 1370 9. 6. 2016 razmaz soka  2 
 30. 6. 2016 injiciranje TNA  
Krompir 
 
 
Solanum tuberosum KIS Krka 6. 8. 2015 injiciranje TNA 5 
31. 8. 2015 injiciranje TNA 
8. 6. 2016 razmaz soka  
8. 6. 2016 uporaba skalpela 
29. 6. 2016 injiciranje TNA 
Jajčevec 
 
Solanum melongena Halflange 
Violette 
8. 6. 2016 razmaz soka 4 
 29. 6. 2016 injiciranje TNA  
 5. 7. 2016 injiciranje TNA  
 30. 6. 2016 injiciranje TNA  
Metulnjice Fabaceae     
Navadni fižol Phaseolus vulgaris Supernano Giallo 7. 8. 2015 injiciranje TNA 6 
 19. 8. 2015 injiciranje TNA  
 31. 8. 2015 injiciranje TNA  
 8. 6. 2016 razmaz soka   
 8. 6. 2016 uporaba skalpela  
 29. 6. 2016 injiciranje TNA  
Bučevke Cucurbutaceae     
Navadna kumara 
 
Cucumis sativus  Pariški kornišon 8. 6. 2016 razmaz soka  3 
8. 6. 2016 uporaba skalpela 
29. 6. 2016 injiciranje TNA 
Konopljevke  Cannabaceae     
Navadna konoplja Cannabis sativa Finola 19. 8. 2015 injiciranje TNA 5 
 3. 9. 2015 injiciranje TNA  
 8. 6. 2016 razmaz soka  
 8. 6. 2016 uporaba skalpela  
 29. 6. 2016 injiciranje TNA  
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PRILOGA D 
Določanje gostiteljske specifičnosti: umetna okužba sadnih vrst s CBCVd. Datum, način 
okužbe in število inokulacij. 
Sadna vrsta Latinsko ime Sorta Datum okužbe Način okužbea Število inokulacij 
Vinikovke  Vitaceae     
Vinska trta Vitis vinifera Nero 15. 7. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA 8 
 
  25. 9. 2014 injiciranje RNA  
 
  2. 10. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA  
 
  27. 5. 2015 razmaz soka + injiciranje TNA  
 
  18. 6. 2015 razmaz soka   
 
  9. 7. 2015 razmaz soka   
   14. 6. 2016 razmaz soka   
   30. 6. 2016 injiciranje TNA  
  Chardonnay 13. 6. 2016 razmaz soka + uporaba skalpela 3  
   4. 7. 2016 injiciranje TNA  
  Modra 
frankinja 
 
4. 7. 2016 injiciranje TNA 2 
  5. 7. 2016 injiciranje TNA  
  sejanec Jurka 14. 6. 2016 razmaz soka  5 
   30. 6. 2016 injiciranje TNA  
   8. 6. 2016 uporaba skalpela  
   29. 6. 2016 injiciranje TNA  
   30. 6. 2016 injiciranje TNA  
Rožnice  Rosaceae     
Jablana  Malus domestica Opal  15. 7. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA 10 
 
  25. 9. 2014 injiciranje RNA  
 
  2. 10. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA  
 
  28. 5. 2015 injiciranje TNA  
 
  18. 6. 2015 razmaz soka  
 
  9. 7. 2015 razmaz soka   
   10. 6. 2016 razmaz soka + uporaba skalpela  
   4. 7. 2016 injiciranje TNA  
   5. 7. 2016 injiciranje TNA  
  sejanec 
Beličnik 
14. 6. 2016 razmaz soka 2 
  30. 6. 2016 injiciranje TNA  
Hruška  Pyrus communis Hardijeva 15. 7. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA 8  
  2. 10. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA  
 
  28. 5. 2015 injiciranje TNA  
 
  18. 6. 2015 razmaz soka  
     
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice iz Priloge D  
Sadna vrsta Latinsko ime Sorta Datum okužbe Način okužbea Število inokulacij 
Hruška  Pyrus communis Hardijeva 13. 6. 2016 razmaz soka + uporaba skalpela  
   5. 7. 2016 injiciranje TNA  
   30. 6. 2016 injiciranje TNA  
   8. 6. 2016 uporaba skalpela  
  sejanec 14. 6. 2016 razmaz soka 2 
   30. 6. 2016 injiciranje TNA  
Sliva Prunus 
domestica 
Valjevka 15. 7. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA 9 
 
 2. 10. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA  
 
  28. 5. 2015 injiciranje TNA  
 
  18. 6. 2015 razmaz soka   
 
  9. 7. 2015 razmaz soka   
   13. 6. 2016 razmaz soka + uporaba skalpela  
   5. 7. 2016 injiciranje TNA  
   30. 6. 2016 injiciranje TNA  
Breskev  Prunus persica Redhaven 15. 7. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA 8 
  25. 9. 2014 injiciranje RNA  
  2. 10. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA  
  27. 5. 2015 injiciranje TNA  
  18. 6. 2015 razmaz soka  
  9. 7. 2015 razmaz soka  
  10. 6. 2016 razmaz soka   
  5. 7. 2016 injiciranje TNA  
Marelica Prunus 
armeniaca 
Ogrska 15. 7. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA 10 
 
 25. 9. 2014 injiciranje RNA  
 
  2. 10. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA  
 
  27. 5. 2015 injiciranje TNA  
 
  18. 6. 2015 razmaz soka  
 
  9. 7. 2015 razmaz soka  
   10. 6. 2016 uporaba skalpela+ razmaz soka  
   4. 7. 2016 injiciranje TNA  
   5. 7. 2016 injiciranje TNA  
  sejanec 14. 6. 2016 razmaz soka 2 
   30. 6. 2016 injiciranje TNA  
Malina Rubus idaeus Sugana 15. 7. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA 9 
   25. 9. 2014 injiciranje RNA  
 
  2. 10. 2014 razmaz soka + injiciranje TNA  
 
  27. 5. 2015 razmaz soka + injiciranje TNA  
 
  18. 6. 2015 razmaz soka   
 
  9. 7. 2015 razmaz soka   
   10. 6. 2016 razmaz soka + uporaba skalpela  
   5. 7. 2016 injiciranje TNA  
aTNA= celokupne nukleinske kisline (DNA+RNA) 
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PRILOGA E 
Določanje gostiteljske specifičnosti: umetna okužba plevelnih vrst s CBCVd. Datum, način 
okužbe in število inokulacij. 
Plevelne vrste Latinsko ime Datum okužbe Način okužbe* Število inokulacij 
Razhudnikovke Solanaceae    
Pasje zeliščea Solanum nigrum 23. 7. 2015 injiciranje TNA 2 
  20. 8. 2015 injiciranje TNA  
Grenkoslada Solanum dulcamara 6. 8. 2015 injiciranje TNA 8 
  31. 8. 2015 injiciranje TNA  
  4. 9. 2015 injiciranje TNA  
  9. 6. 2016 razmaz soka  
  8. 6. 2016 razmaz soka  
  8. 6. 2016 uporaba skalpela  
  29. 6. 2016 injiciranje TNA  
  30. 6. 2016 injiciranje TNA  
Nebinovke Asteraceae    
Njivski osatb Cirsium arvense 6. 8. 2015 injiciranje TNA 2 
  31. 8. 2015 injiciranje TNA  
Drobnocvetni rogovilčekb Galinsoga parviflora 23. 7. 2015 injiciranje TNA 4 
 19. 8. 2015 injiciranje TNA  
  20. 8. 2015 injiciranje TNA  
  3. 9. 2015 injiciranje TNA  
Njivska pasja kamilicac Anthemis arvensis 7. 8. 2015 injiciranje TNA 2 
  1. 9. 2015 injiciranje TNA  
Ščirovke Amaranthaceae    
Bela metlikab Chenopodium album  6. 8. 2015 injiciranje TNA 2 
  31. 8. 2015 injiciranje TNA  
Srhkodlakavi ščirb 
 
Amaranthus retroflexus 23. 7. 2015 injiciranje TNA 3 
20. 8. 2015 injiciranje TNA  
31. 8. 2015 injiciranje TNA  
Dresnovke Polygonaceae    
Topolistna kislicab Rumex obtusifolius 6. 8. 2015 injiciranje TNA 2 
  31. 8. 2015 injiciranje TNA  
Breskovolistna dresenb Polygonum persicaria 23. 7. 2015 injiciranje TNA 2 
  20. 8. 2015 injiciranje TNA  
Trave Poaceae    
Plazeča pirnicab Agropyron repens 7. 8. 2015 injiciranje TNA 2 
  1. 9. 2015 injiciranje TNA  
Navadna kostrebab Echinochloa crus-galli 6. 8. 2015 injiciranje TNA 2 
  31. 8. 2015 injiciranje TNA  
    
se nadaljuje 
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* TNA= celokupne nukleinske kisline (DNA+RNA) 
a rastlina vzgojena iz semena  
b rastlina vzgojena iz semena in sadike 
c rastlina vzgojena iz sadike 
 
 
 
 
 
nadaljevanje preglednice iz Priloge E  
Plevelne vrste Latinsko ime Datum okužbe Način okužbe* Število inokulacij 
Slakovke Convolvulaceae    
Njivski slaka Convolvulus arvensis 19. 8. 2015 injiciranje TNA 2 
  3. 9. 2015 injiciranje TNA  
Koprivovke Urticaceae    
Velika koprivab Urtica dioica 7. 8. 2015 injiciranje TNA 6 
  19. 8. 2015 injiciranje TNA  
  31.8.2015 injiciranje TNA  
  9. 6. 2016 razmaz soka  
  5. 7. 2016 injiciranje TNA  
  30. 6. 2016 injiciranje TNA  
Križnice Brassiaceae    
Navadni plešecb Capsella bursa-pastoris 19. 8. 2015 injiciranje TNA 3 
 31. 8. 2015 injiciranje TNA  
  4. 9. 2015 injiciranje TNA  
Navadni hrenc Armoracia rusticana 23. 7. 2015 injiciranje TNA 2 
  20. 8. 2015 injiciranje TNA  
Klinčnice Caryophyllaceae    
Navadna zvezdicaa 
 
Stellaria media 7. 8. 2015 razmaz soka 2 
 1. 9. 2015 razmaz soka  
Ustnatice Lamiaceae    
Škrlatnordeča mrtva 
koprivac 
Lamium purpureum 19. 8. 2015 injiciranje TNA 2 
4. 9. 2015 injiciranje TNA  
Zlatičevke Ranunculaceae    
Plazeča zlaticab Ranunculus repens 7. 8. 2015 razmaz soka 2 
  31. 8. 2015 injiciranje TNA  
Srhkolistovke Boraginaceae    
Navadni gabezc Symphytum officinale  7. 8. 2015 injiciranje TNA 3 
 19. 8. 2015 injiciranje TNA  
  31. 8. 2015 injiciranje TNA  
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PRILOGA F 
Razvojne faze pri hmelju sorte Celeia glede na BBCH skalo v letu 2015 (datum nastopa 
razvojne faze) na lokaciji IHPS. Rez je bila opravljena 8. aprila (Končno …, 2015). 
 
BBCH Razvojne faze Datum nastopa razvojne faze 
09 Obrezani poganjki prodirajo iz tal 18. april 
11 Razvit je prvi par listov  
13 Razvit je tretji par listov 7. maj 
15 Razvitih je pet parov listov  
17 Razvitih je sedem parov listov 14. maj 
18 Razvitih je osem parov listov  
21 Viden je prvi par stranskih poganjkov  
24 Viden je četrti par stranskih poganjkov 25. maj 
29 Razvitih je 9 in več parov stranskih poganjkov, pojavljajo se 
sekundarni stranski poganjki 
1. junij 
36 Poganjki dosežejo dolžino 60 % višine žičnice 1. junij 
37 Poganjki dosežejo dolžino 70 % višine žičnice 8. junij 
38 Rastline dosežejo vrh žičnice 15. junij 
51 Cvetni nastavki so vidni  
55 Cvetni nastavki se večajo 22. junij 
61 Približno 20 % cvetov je odprtih 29. junij 
63 Približno 30 % cvetov je odprtih 6. julij 
64 Približno 40 % cvetov je odprtih  
67 Približno 60 % cvetov je odprtih  
68 Približno 70 % cvetov je odprtih  
73 Napol razviti storžki, storžki so vidni, medli 28. julij 
79 Razvoj storžkov je zaključen, storžki so dosegli končno velikost 5. avgust 
81 Začetek dozorevanja, kompaktnih je 10 % storžkov 11. avgust 
85 Nadaljevanje dozorevanja, kompaktnih je 50 % storžkov  
87 Kompaktnih je 70 % storžkov 25. avgust 
89 Storžki so dozoreli za obiranje 4. september 
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PRILOGA G 
Vremenski pogoji v Žalcu za leto 2015. Primerjava povprečnih dekadnih mesečnih temperatur 
in višine padavin v času od aprila do septembra v letu 2015 z dolgoletnim obdobjem (1962-
1992) (Končno …, 2015). 
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PRILOGA H 
Validacija reakcije mRT-PCR: Primerjava rezultatov določanja viroidov CBCVd, HSVd in 
HLVd v različnih sortah hmelja z metodo RT-PCR in mRT-PCR. 
Sadilni material  
   Število pozitivnih vzorcev/ število vseh vzorcev % ujemanja 
mRT-PCR z 
sRT-PCR 
   RT-PCRb mRT-PCR 
Sorta Dedninaa Izvor HLVd HSVd CBCVd HLVd HSVd CBCVd 
Atlas EU Slovenija 3/5 0/5 0/5 3/5 0/5 0/5 100 
Aurora EU Slovenija 5/12 0/12 0/12 3/12 0/12 0/12 60 
Blisk EU Slovenija 3/6 0/6 0/6 3/6 0/6 0/6 100 
Bobek EU Slovenija 7/15 0/15 0/15 5/15 0/15 0/15 71 
Buket EU Slovenija 4/6 0/6 0/6 4/6 0/6 0/6 100 
Cekin EU Slovenija 2/2 0/2 0/2 1/2 0/2 0/2 50 
Celeia EU Slovenija 5/15 0/15 0/15 2/15 0/15 0/15 40 
Cerera EU Slovenija 2/6 0/6 0/6 1/6 0/6 0/6 50 
Cicero EU Slovenija 1/6 0/6 0/6 1/6 0/6 0/6 100 
Dana EU Slovenija 1/15 0/15 0/15 1/15 0/15 0/15 100 
Magnum EU/NA Nemčija 3/6 0/6 0/6 3/6 0/6 0/6 100 
Savinjski 
golding 
EU Slovenija 1/15 0/15 0/15 1/15 0/15 0/15 100 
Styrian 
gold 
EU Slovenija 9/15 0/15 0/15 7/15 0/15 0/15 78 
Styrian 
Eureka 
EU Slovenija 1/11 0/11 0/11 1/11 0/11 0/11 100 
Število pozitivnih vzorcev/ število 
vseh vzorcev 
47/135 0/135 0/135 36/135 0/135 0/135 77 
aEU, Evropska; NA= Severno Ameriška; bRT-PCR za določanje ene tarče; mRT-PCR, RT-PCR za sočasno 
določanje več tarč; HLVd= hmeljev latentni viroid; HSVd= viroid zakrnelosti hmelja; CBCVd, viroid razpokanosti 
skorje agrumov 
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PRILOGA I 
Zaporedja endogenih genov: Zaporedje endogenih genov mRNA1192 in mRNA170 z 
označenimi začetnimi oligonukleotidi in sondami (podčrtano) 
 
Zaporedje endogenih genov (5`-3`) 
mRNA1192 
TTTTGCTCTTCAAATGGGTGGGTGGGCATAGCTTTCTTTCAAAGCTATCCATTAATTAACATAACAAGAAGGC
ACACAAAATGGTGCAAGCCAATTTGTACAGTAGAGATAATGAGAAAACAATTTGCATTCAAAGATAATTTTTC
ATAAATTATGAGGACAATTAGATGTTCTGCTAATAAATCTTCAACTCTTTCGACCAAAAGCACCAATACATAT
CAATAACCGAGTTTTATTAAAAAATAGTCACTGAAACAACACTTGGGACTAGAACGGAGAAGTACTAAAAGAA
CAAAAAAGCTTATAAGATAGAACAAGCAACAAAAGAAACTAATAGAGTGGGTAGCAACACCCTTCTTCTACTT
TGAAGCCACAAACTCAACCTCTTAGCACTTGACCTCCTTCAATCCATGGGCAAAGTAGAGGAAAGTCGGGTCA
GCGCATCCATCCTTGTAGTAAGCGAATACCAAGCATCCATCGTCATGCATGCTCTCACCAACAAAGAACTGAA
GGTCCTTAAGTTTTGGGAGCAGGTACTTGGTTGCACCCTCAATGTTCTTCTTAAATTGCTCTTGCTTCTCTCC
CTCCAACTTGGGGGTCAAATTTTTAATATACTTCTTGACCCACATCACAAACTGCTTCTTCTCAAAAGGAGGT
TGTTCCTGAAGCCTGAAGGTGTCAACGATGTCCACAACCTTAACAGATTGGTCATCAACACCCTCATCAGCAT
CAGCACCCTCAGCAGATGGGTTTGCACCAATATCTACATCCACAGCACCTTGAATAACCCACTTTCCTTCAAC
CTCCCAAAGACAACCATTCTCAAGCTCCTTGTAAGGAAAGGAGTCCGAGAGAAGCTCGTCACCACTGAGAAGG
TCCTGGTACACCAACATGTTTGCAGAAGAATCTCTCGGATCTCTCCAACAAAGGGTTTTGGCGATAAATAGGA
GAGAGAGAGAGAGAGAGAGTAAGAACGAAAGAGACGCTGCGGTGGGAGAGCGAGAGAGATTCTTCTGCAAAC 
mRNA170 
TATAAATTAGAACGTTCTAGCTCCATACCCATTCATCGAAAAACACAGCGAGTAATCAAATCATTTCTTGAGA
AAATTTTCTAAACATGTCTGGAATCATGAACAAGATCAGTGAAACCCTCCACATGGGAGGAGGCCACAAGCCT
GAGGATCAGCACAAGGGCGAGCACAAGGGCGAACACCACGGCGAGCACAAGCCGGAGCACTACGGCGACCACA
AGCCGGAGCACCACGGCGAGCACAAAGGCGAGCACAAGGAAGGAGTGTTGGAGAAGATCAAGGACAAGATCCA
CGGTGAAGGAGGCCACGAAGACAAGGGCGAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGGAGAAGAAGAAAGACGGTCACGGC
CATGGCCATGACAGCAGCAGCAGCGACAGCGATTAGATTCAATGTAAATATGAAGATCATGATATAGGTATTT
CGGGTAGCGGTGTGGAGACAAGGAAGCTGGGTTTGTTTGGCCTTGTTATGTGAAGTTTGGAGAAAATAAATCA
TAAGAAAAAGAAAAGAAAAAAAATGTAATGAAAATGAAATGAAAAGAAGTGGTTGTGTCGTGATCTGACTATA
GTACGTCGTCGTTTTGTGTGTTTAATGGTGCTTTGAATAATATTGTCATGTAATAATGGTATTAATATTATTG
ATATGATATGAAATGATATTGTAGGGTAGAGTTTTCATATATTGTCCGTGAATCGTGATGATATTTATTTATG
GAATGAAATTTTTATTTGTGGTCATAACCATATCCACCCACTTTAATTTTTCTGTCGTTTTCTTCTTTCATTA
ATATTTTTCCTCATATATTAGAAATTATAACAATAAATATTTATTGAAGTATAATGTCCGACATGTTTAAGCA
TAAGAATATTAAGCTATTCG 
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PRILOGA J 
Razvoj monomerov in dimerov viroida CBCVd: Poravnave zaporedij insertov monomera 
in dimerov CBCVd z načrtovanimi zaporedji (program Clustal Omega, EMBL-EBI). 
Poravnava monomera CBCVd (monomer) z načrtovanim zaporedjem (insert) 
Monomer      CCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGC 
Insert       CCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGC 
*            *********************************************************** 
 
Monomer      ACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTC 
Insert       ACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTC 
*            *********************************************************** 
 
Monomer      TTCCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCC 
Insert       TTCCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCC 
       *********************************************************** 
 
Monomer      AGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGAC 
Insert       AGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGAC 
       *********************************************************** 
 
Monomer      CAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATC 
Insert       CAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATC 
               ******************************************** 
Poravnava dimera 2016 (dimer) z načrtovanim zaporedjem (insert) 
 
Dimer       CCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGC 
Insert      CCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGC 
      *********************************************************** 
 
Dimer       ACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTC 
Insert      ACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTC 
      *********************************************************** 
 
Dimer       TTCCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCC 
Insert      TTCCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCC 
      *********************************************************** 
 
Dimer       AGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGAC 
Insert      AGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGAC 
      *********************************************************** 
 
Dimer       CAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCCCCGGGGAAATCTCTT 
Insert      CAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCCCCGGGGAAATCTCTT 
      *********************************************************** 
 
Dimer       CAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTC 
Insert      CAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTC 
      *********************************************************** 
 
Dimer       GTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACCTGA 
Insert      GTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACCTGA 
      *********************************************************** 
 
Dimer       GAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAATAAA 
Insert      GAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAATAAA 
      *********************************************************** 
 
Dimer       ATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTT 
Insert      ATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTT 
      *********************************************************** 
 
Dimer       GAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATC 
Insert      GAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATC 
***           ************************* 
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice iz Priloge J  
Poravnava dimera 2015 (dimer) z načrtovanim zaporedjem (insert) 
 
Insert      ATCCCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCAC 
Dimer       ATCCCCGGGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCAC 
            **************************************************** 
 
Insert      TGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCG 
Dimer       TGGCGTCCAGCACCGGAACAGGAGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCG 
            ************************************************************ 
 
Insert      ATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGG 
Dimer       ATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGG 
            ************************************************************ 
 
Insert      TTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTT 
Dimer       TTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAAATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTT 
            ************************************************************ 
 
Insert      CTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCGAAAT 
Dimer       CTCTGCGGGACCAAATAAAAACAGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGATCGAAAT 
            ************************************************************ 
 
Insert      CTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGG 
Dimer       CTCTTCAGACTCGTCGAGGGGAGGGCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCACCGGAACAGG 
            ************************************************************ 
 
Insert      AGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGA 
Dimer       AGCTCGTCTCCTTCCTTCCATCGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGA 
            ************************************************************ 
 
Insert      CCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAA 
Dimer       CCTGAGAAAGAAACTACCCGGTGGATACAACTCTTGGGTTGTTCCTCCCAGGCTTGTTAA 
            ************************************************************ 
 
Insert      ATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAAC 
Dimer       ATAAAATGGCCCGCTTTTGAGACCCCTCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACCAAATAAAAAC 
            ************************************************************ 
 
Insert      AGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGAT 
Dimer       AGCTTGAGGAGGGAACATACCTGAAGAGGGAT 
            ******************************** 
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  PRILOGA K 
Določanje stabilnosti CBCVd v ostankih uničenih rastlin: v nadzemnem delu po mehanskem odrezu in tretiranju s herbicidom. 
Pričetek poskusa: 12. 8. 2014  
MEHANSKI ODREZ (M)  
 16. 8. 2014 21. 8. 2014 26. 8. 2014 30. 8. 2014 4. 9. 2014 10. 9. 2014 17. 9. 2014 
 
23. 9. 2014  
 RT-PCR* ocena** RT-PCR ocena  RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR 
 RT-PCR  
1M list - 5 - 5 - - - - -  -  
1M trta + 5 + 5 + + - + +  -  
1M storžek nt nt nt nt + + + + -  -  
2M list  + 5 - 5 - - - - -  -  
2M trta + 5 - 5 + + -  - 
 -  
2M storžek nt nt nt nt + + + + -  -  
3M list - 5 - 5 - - - - -  -  
3M trta + 5 - 5 + + + + -  -  
3M storžek nt nt nt nt + - + + -  -  
4M list  - 5 - 5 - - - - -  -  
4M trta + 5 + 5 + - + + -  -  
4M storžek nt nt nt nt - - - - -  -  
5M list - 5 - 5 - - - - -  -  
5M trta + 5 + 5 + - - + +  -  
5M storžek nt nt nt nt - - + + -  -  
 
  
se nadaljuje 
   
 
 
 
   
 
 
 
   
 
 
 
   
 
 
 
 
 
Guček T. Biologija viroida razpokanosti skorje … (CBCVd) in razvoj metod za določanje viroidov v hmelju. 
   Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, 2020 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
 
 
nadaljevanje preglednice iz Priloge K   
TRETIRANJE S HERBICIDOM (H)  
 16. 8. 2014 21. 8. 2014 26. 8. 2014 30. 8. 2014 4. 9. 2014 10. 9. 2014 17. 9. 2014 23. 9. 2014 
 RT-PCR* ocena**  RT-PCR ocena  RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR RT-PCR 
1H list + 2 - 5 - - - - nt nt   
1H trta + 2 + 5 + - - + - -   
1H storžek nt nt nt nt - - + - + -   
2H list  + 2 - 5 - - - - nt nt   
2H trta + 2 - 5 - - - - - -   
2H storžek nt nt nt nt + - + - nt nt   
3H list + 3 - 5 - - - - - -   
3H trta + 3 - 5 - - - + - -   
3H storžek nt nt nt nt + - + - + -   
4H list  + 2 - 5 - - - - - -   
4H trta + 2 - 5 - - - + - -   
4H storžek nt nt nt nt + - + + + -   
5H list + 2 - 5 - - - - - -   
5H trta + 2 - 5 - - - + - -   
5H storžek nt nt nt nt + - - - + -   
*+, pozitiven signal na CBCVd; -, negativen signal na CBCVd nt, ni bilo testirano (angl. not tested) 
** ocena 0: brez bolezenskih znamenj 
ocena 1: 1–20 % prizadete listne površine 
ocena 2: 21–40 % prizadete listne površine 
ocena 3: 41–60 % prizadete listne površine 
ocena 4: 61–80 % prizadete listne površine 
ocena 5: 81–100 % prizadete listne površine 
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PRILOGA L 
Določanje stabilnosti CBCVd v ostankih uničenih rastlin: prisotnost CBCVd v koreninah po mehanskem odrezu in tretiranju s herbicidom. 
MEHANSKI ODREZ (M) 23. 10. 
2014 
13. 1. 2015 27. 2. 2015 21. 3. 2015 26. 8. 2015  TRETIRANJE S HERBICIDOM (H) 23. 10. 
2014 
13. 1. 2015 27. 2. 2015 21. 3. 2015 26. 8. 2015 
1M manjše stranske korenine + + + + nt  1H manjše stranske korenine + - + nt nt 
1M stranski poganjki + nt + + nt  1H propadla korenina - nt nt nt - 
1M listje na novo + nt nt nt nt  1H štor nt - - - nt 
1M štor nt + - - nt  2H manjše stranske korenine + nt nt nt nt 
1M propadla korenina nt nt nt nt -  2H nediferencirana korenina - nt nt nt nt 
2M manjše stranske korenine - + nt + +  2H stranski poganjki nt - nt nt nt 
2M stranski poganjki + nt + + nt  2H propadla korenina nt nt - nt - 
2M listje na novo + nt nt nt +  2H štor nt - nt - nt 
2M štor nt - - + nt  3H manjše stranske korenine + nt - nt nt 
3M manjše stranske korenine - - + + nt  3H nediferenciran stranski poganjek - nt nt nt nt 
3M stranski poganjki + nt + nt nt  3H propadla korenina nt nt - nt - 
3M štor nt + nt - nt  3H štor nt - nt - nt 
3M propadla korenina nt nt nt nt -  4H manjše stranske korenine - nt nt nt nt 
4M manjše stranske korenine + + + + nt  4H stranski poganjki nt - nt nt nt 
4M stranski poganjki + nt + nt nt  4H nediferenciran stranski poganjek - nt nt nt nt 
4M štor nt - - - nt  4H propadla korenina nt nt - nt - 
4M propadla korenina nt nt nt nt -  4H štor nt - nt - nt 
5M manjše stranske korenine - nt + - nt  5H nediferenciran stranski poganjek - nt nt nt nt 
5M stranski poganjki nt + + + nt  5H propadla korenina - nt - nt - 
5M bele nediferencirane + nt nt nt nt  5H bele nediferencirane nt nt nt nt nt 
5M štor nt + - + nt  5H štor nt - nt - nt 
5M propadla korenina nt nt nt nt -        
*+, pozitiven signal na CBCVd; -, negativen signal na CBCVd nt, ni bilo testirano (angl. not tested)
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   PRILOGA M 
Razvoj metode RT-qPCR: Testiranje začetnih oligonukleotidov in sond viroidov CBCVd, HSVd, HLVd in endogenih genov na            
različicah viroidov iz različnih gostiteljev z RT-qPCR z uporabo različnih kompletov reagentov 
Začetni oligonukleotid (F/R)/ 
sonda (P) 
Zaporedje 5` - 3` 
Cq-vrednost viroidov v vzorcih hmelja (H), agrumov (A) in vinske trte (V)* 
H 
HLVd+ 
H 
HSVd+ 
H 
CBCVd+ 
H 
BVV 
A 
CBCVd+ 
A 
CBCVd- 
A 
HSVd+ 
A 
HSVd- 
V 
HSVd+ 
V 
HSVd- 
NTC 
CBCVd             
CVd-IV_F CTCGTCTCCTTCCTTCCA 32,52Q 29,98 17,43 32,86       35,78 
CVd-IV_R AGCCTGGGAGGAACAAC            
CVd-IV_P-FAM/ZEN-BHQ1  CGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACC            
CVd-IV_P-FAM/BHQ1 CGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACC   19,11Q 34,66 28,02 34,08     33,22 
CVd-IV_F1 GGAGCTCGTCTCCTTCC 34,36 Q  22,63 33,61 26,31 31,21     35,48 
CVd-IV_R1 GAGTTGTATCCACCGGGTAG            
CVd-IV_P-Cy5/BHQ1 CGATCGTCGCTTCTTCCTTCGCGACC            
CBCVdq-F2 TCTTCAGACTCGTCGAGG 32,58Q  23,79 33,55 32,07 35,17    34,69 - 
CBCVdq-R2 ATCGGATGTGGAGCCA            
CBCVdq-P2-Cy5/BHQ1  ACTGGCGTCCAGCACCGG            
CBCVdq-F5 GGGAAATCTCTTCAGACTCGTCGA   18,72 L 30,06 32,77 37,62     35,06 
CBCVdq-R5 GTGGAGCCAGCGATGGA   16,09L 33,30 24,41 33,47     36,23 
CBCVdq-P2-Cy5/BHQ1 ACTGGCGTCCAGCACCGG   23,45Q 34,00 32,62 32,96     - 
CBCVdq-P2-LNA-FAM/IBFQ +ACTGGCG+TCC+AG+C+AC+CGG   12,08L 30,85 21,72 30,24     33,22 
CBCVdq-F6 GAGGGAACATACCTGAAGAGGGA -A - 19,79 - 30,60 -     - 
CBCVdq-R6 GGTGCTGGACGCCAG -Q - 29,72 -       - 
CBCVdq-P1-LNA-FAM/IBFQ +CC+GGGGAAATC+TCTT+CA+GACTCG+TC -B - 12,52 - 15,81 - - - - - - 
CBCVdq-P1-LNA-FAM/BHQ1 CCGGG+GAAATC+TCTTCA+GACTC+GTC   12,97B  18,61      - 
HSVd             
HSVd_F TCGATCGTCCCTTCTTCTTTT -A 17,56 22,60 -   25,99 - - - - 
HSVd_R TGGAAGACGAACCGAGAG  17,45 Q  33,64   27,06 - 28,51 -/31,13 - 
HSVd_P-TexRed/BHQ2 CCTGGCTCTTCGAGTGAGACGC -B 11,43 21,08/-    - - - - - 
  30,60L  25,39    27,74 31,35   33,17 
HSVd_P-FAM/ZEN-BHQ1 CCTGGCTCTTCGAGTGAGACGC 35,24Q 15,68 - 33,64       - 
HSVd_P1-FAM/BHQ1 AGACGCGACCGGTGGCATC -B  -    24,38 -   33,46 
HSVd_P1-LNA-TexRed/BHQ2 AGACGC+GACCGG+TGGCATC  -B 12,38 21,74    24,10 - 19,76 - - 
           
se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice iz Priloge M  
Začetni oligonukleotid (F/R)/ 
sonda (P) 
Zaporedje 5` - 3` 
Cq-vrednost viroidov v vzorcih hmelja (H), agrumov (A) in vinske trte (V)* 
H 
HLVd+ 
H 
HSVd+ 
H 
CBCVd+ 
H 
BVV 
A 
CBCVd+ 
A 
CBCVd- 
A 
HSVd+ 
A 
HSVd- 
V 
HSVd+ 
V 
HSVd- 
NTC 
HSVd             
HSVd_F1 GATCGTCCCTTCTTCTTTTACC -Q 24,71 - -   30,89 - 28,72 34,80 - 
HSVd_R1 GCGGCAGAGGCTTAG       29,08A 32,28 28,30 33,27 - 
HSVd_P1-FAM/BHQ1 AGACGCGACCGGTGGCATC -B 13,94 23,10    27,50 31,55 22,62 - - 
HSVdq-F1 CTGGGGAATTCTCGAGTTG 36,61Q 28,04  34,08   36,38 37,16 33,03 37,33 37,35 
HSVdq-R1 CTGGATTCTGAGAAGAGTTGC            
HSVdq-P1-TexRed/BHQ2 CTTACCTGAGAAAGGAGCCCCGGG            
HSVd_P-TexRed/BHQ2 CCTGGCTCTTCGAGTGAGACGC -B 10,81 22,01    27,35 - - - - 
HSVdq-F5 CTGGGGAATTCTCGAGTTGCC  21,61 L  32,88   26,32 37,10 25,23 28,52 39,17 
HSVdq-R5 CTCTCGCTGGATTCTGAGAAGAG -B 17,72 26,81    26,86 37,01 23,67 - - 
HSVdq-P1- TexRed/BHQ2 CTTACCTGAGAAAGGAGCCCCGGG  27,95Q  34,79   31,50 - 31,11 35,93 - 
HSVdq-F6 ACTTACCTGAGAAAGGAGCCC 30,95A 30,06 31,45 34,79       34,79 
HSVdq-R6 GAAGGGACGATCGATGGTGTT 35,99Q 26,91 36,60 33,57       34,19 
HSVdq-P6- LNA-HEX/IBFQ  CG+GGGC+AACTCTTCTCAG+AA+TCC+A+G 31,41B 25,16 30,60    34,68 34,57 28,76 - - 
HLVd             
HLVd_F GCGGCGACCTGAAGTT 14,81Q 29,97 31,63 32,03       35,54 
HLVd_R GGCTGGTGTGAAGAAGGAG            
HLVd_P-FAM/ZEN-BHQ1 CTTCTTCTTGTTCGCGTCCTGCGTGG            
HLVd_P-HEX/BHQ1 CTTCTTCTTGTTCGCGTCCTGCGTGG 18,86Q   33,19       34,35 
HLVd_F1 CGGCGACCTGAAGTTG 22,62Q   35,53      - - 
HLVd_R1 CGGCGCTCAAGAGTTG 23,28 Q 34,71 - 36,38       35,63 
HLVd_P-HEX/BHQ1 CTTCTTCTTGTTCGCGTCCTGCGTGG 14,29B 25,67 24,83        - 
HLVd-P- LNA-HEX/IBFQ  C+TT+C+T+TCTTGTTCGCGTCCTG+CGT+G 16,89B 29,25 33,59 33,75 35,60 34,50 36,53 33,23 36,09 34,10 - 
HLVd-P- LNA-HEX/BHQ1  CTTCTTCT+TGTTCGCG+TCCTGCGTG 14,42B   29,32       35,57 
HLVdq-F5 CGGCGACCTGAAGTTGCTTC 21,66 L   33,14       36,56 
HLVdq-R5 CAACTCCGGCTGGTGTGA 16,05L   30,95       34,92 
HLVd-P-HEX/BHQ1 CTTCTTCTTGTTCGCGTCCTGCGTGG 23,27Q   32,14       - 
HLVd-P- LNA-HEX/IBFQ C+TT+C+T+TCTTGTTCGCGTCCTG+CGT+G 21,62A 35,66 33,59 36,74       - 
  31,65Q 37,22 26,95 37,68       37,94 
  14,86B 26,66 25,80 29,82       - 
           
se nadaljuje 
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*Cq-vrednosti (povprečje treh meritev) za vzorce različic viroidov iz hmelja (H HLVd+= hmelj pozitiven na HLVd, H HSVd+= hmelj pozitiven na HSVd, H CBCVd+= hmelj pozitiven 
na CBCVd, H BVV= brezviroiden hmelj), agrumov (A CBCVd+= agrumi pozitivni na CBCVd, A CBCVd-= agrumi negativni na CBCVd, A HSVd+= agrumi pozitivni na HSVd, A 
HSVd-= agrumi negativni na HSVd), vinske trte (V HSVd+= vinska trta pozitivna na HSVd, V HSVd-= vinska trta negativna na HSVd) in negativne kontrole pomnoževanja (NTC). V 
primeru manjkajočih Cq-vrednosti vzorci niso bili testirani; -, negativna vrednost.  
Uporabljeni kompleti reagentov so označeni s črkami: A, AgPath-IDTM One Step RT-PCR (Thermo Fisher Scientific); B, SensiFASTTM Probe No-ROX Kit (Bioline); L, Luna® Universal 
Probe One-Step RT-qPCR kit (NEB); Q, QuantiFast® Probe RT-PCR kit (Qiagen). Viroidi: HLVd= hmeljev latentni viroid; HSVd= viroid zakrnelosti hmelja; CBCVd, viroid razpokanosti 
skorje agrumov 
**zaporedje začetnih oligonukleotidov iz Štajner in sod., 2013. 
***zaporedje začetnih oligonukleotidov iz Menzel in sod., 2002; zaporedje sonde iz Botermans in sod., 2013
nadaljevanje preglednice iz Priloge M  
Začetni oligonukleotid (F/R)/ 
sonda (P) 
Zaporedje 5` - 3` 
Cq-vrednost viroidov v vzorcih hmelja (H), agrumov (A) in vinske trte (V)* 
H 
HLVd+ 
H 
HSVd+ 
H 
CBCVd+ 
H 
BVV 
A 
CBCVd+ 
A 
CBCVd- 
A 
HSVd+ 
A 
HSVd- 
V 
HSVd+ 
V 
HSVd- 
NTC 
Endogeni geni             
CAC-F1** CTGGCCATGTGAGAATTTCCTT 28,17Q   27,18       - 
CAC-R1 CTCGCAATTTTTGTCACTACAACA  20,61A     35,28   - - 
CAC-P1-FAM/ZEN-BHQ1 CTGCCCATTTTGGAGACCAACTTCTTGG 24,17B 20,08 23,04 21,89       - 
18S rRNA_F GGCTCGAAGACGATCAGATAC  9,11A     15,60   15,18 33,57 
18S rRNA_R AAAAGCAACATCCGCCAATC -Q  -        - 
18S rRNA_P-Cy5/BHQ2 TCCTAGTCTCAACCATAAACGATGCCGACC 7,38B 7,80 7,69 11,33       33,43 
nad5-s (R)*** CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA 22,05L 20,95 29,37 20,04   29,02  28,17 29,81 - 
nad5-as (F) GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT 28,03 Q 29,82 30,51 26,78  31,72    22,88 - 
nad5-P-FAM/BHQ1 AGGATCCGCATAGCCCTCGATTTATGTG    31,38L   28,00  27,65 24,58 37,74 
nad5-P-LNA-FAM/BHQ1 GGAT+CCG+CAT+AGCCC+TC+GAT+TTATG 23,55A 22,98 22,34 29,38       - 
  30,06Q 28,85 28,87 37,29       - 
  22,06B 27,77 22,29 27,61 21,84 30,09 26,73  23,98 20,91 - 
mRNA170_F CAAGGAAGGAGTGTTGGAGAA 24,94 Q 25,77 26,22 22,52  32,87    - - 
mRNA170_R CCGTGACCGTCTTTCTTCTT            
mRNA170_P-FAM/BHQ1 CCACGAAGACAAGGGCGAGAAGAAGAAG            
mRNA170_P-TexRed/BHQ1 CCACGAAGACAAGGGCGAGAAGAAGAAG   13,16B    - -   - 
  13,12B 14,39 12,82 13,03       - 
mRNA170_F1 CAAGGAAGGAGTGTTGGAGAAGA 19,51A 18,22 19,30 20,12       - 
mRNA170_R1 CCGTGACCGTCTTTCTTCTTCTC -Q - - -       - 
mRNA170_P-LNA-FAM/BHQ1 CC+AC+G+AAGACAAGGGCGAGAA+G+A+AG   22,30L 23,68 - 19,92   15,32 23,38 - 
mRNA1192_F1 GGTAGCAACACCCTTCTTCTACTT 23,62A 21,69 22,94 25,35       - 
mRNA1192_R1 GACCCGACTTTCCTCTACTTTGC 31,82Q 30,74 29,90 28,89       - 
mRNA1192_P-LNA-HEX/BHQ1 CA+CAAACTCAA+C+CTCTTA+G+CA+CTTG   22,03L 23,97 39,19 36,89   34,58 37,74 37,16 
  19,77B 21,05 19,38 20,56       - 
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PRILOGA N 
Ponovljivost in obnovljivost: ponovljivost za RT-qPCR za viroid CBCVd, HLVd in 
HSVd v 2 reakcijah (1. in 2. analiza) in obnovljivost v 5 različnih reakcijah z različnimi 
operaterji. Za posamezen viroid je analiziran vzorec pri minimalni (10-6), srednji (10-4) in 
maksimalni (10-2) koncentraciji. Za vzorce je podana Cq-vrednost (povprečje 8 meritev), 
standardna deviacija (SD) in koeficient variance (CV).  
Viroid* 
Operater 1 Operater 2 
1. analiza 2. analiza 3. analiza 4. analiza 5. analiza 
CBCVd 
CBCVd 10-2 
Cq 21,95 21,65 21,22 21,93 21,27 
SD 0,38 0,13 0,33 0,28 0,22 
CV [%] 1,73 0,60 1,56 1,28 1,03 
CBCVd 10-4 
Cq 29,36 29,17 28,61 29,21 28,57 
SD 0,27 0,18 0,15 0,28 0,14 
CV [%] 0,92 0,62 0,52 0,96 0,49 
CBCVd 10-6 
Cq 33,03 32,58 32,57 31,39 31,93 
SD 1,27 0,46 0,38 0,53 1,04 
CV [%] 3,85 1,41 1,17 1,69 3,28 
HLVd   
HLVd 10-2 
Cq 22,38 21,93 21,79 22,25 22,53 
SD 0,13 0,25 0,17 0,25 0,21 
CV [%] 0,58 1,14 0,78 1,12 0,93 
HLVd 10-4 
Cq  28,89 28,56 28,65 28,89 28,84 
SD 0,24 0,20 0,25 0,18 0,30 
CV [%] 0,83 0,70 0,87 0,62 1,04 
HLVd 10-6 
Cq 33,13 32,50 33,33 32,84 33,05 
SD 1,29 0,75 0,80 0,50 0,70 
CV [%] 3,67 2,17 2,26 1,44 1,99 
HSVd   
HSVd 10-2 
Cq 22,07 22,33 21,93 22,60 22,50 
SD 0,24 0,21 0,25 0,12 0,23 
CV [%] 1,09 0,94 1,14 0,53 1,02 
HSVd 10-4 
Cq 28,79 29,47 28,74 29,38 29,12 
SD 0,39 0,63 0,30 0,21 0,41 
CV [%] 1,35 2,14 1,04 0,72 1,41 
HSVd 10-6 
Cq 34,43 34,41 34,63 35,05 34,89 
SD 0,96 0,80 0,94 0,61 0,72 
CV [%] 2,79 2,32 2,71 1,74 2,06 
*redčitev za posamezen viroid: 10-2, 10-4 in 10-6; Cq, povprečna Cq-vrednost 8 ponovitev; SD, standardna deviacija Cq-
vrednosti; CV, koeficient variance v odstotkih 
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PRILOGA O 
Ponovljivost in obnovljivost: Ponovljivosti za mRT-qPCR za viroid CBCVd, HLVd in 
HSVd v 3 reakcijah (3., 4. in 5. analiza) in obnovljivosti v 5 različnih analizah. Za vzorce 
je podana koncentracija (50-0,005 ng) in Cq-vrednost (povprečje 3 meritev). 
 
 
50 5 0,5 0,05 0,005
1. analiza 17,33 19,96 22,22 25 29,37
2. analiza 17 19,45 22,07 24,68 28,33
3. analiza 17,43 19,76 22,58 25,29 29,37
4. analiza 17,44 19,81 22,57 25,51 29,01
5. analiza 17,44 19,78 22,72 25,49 29,76
15
17
19
21
23
25
27
29
C
q
-v
re
d
n
o
st
koncentracija [ng]
Ponovljivost in obnovljivost za viroid CBCVd
50 5 0,5 0,05 0,005
1. analiza 17,09 19,64 21,89 24,52 28,38
2. analiza 16,78 19,27 21,64 24,32 27,55
3. analiza 17,22 19,61 22,12 24,86 28,56
4. analiza 17,18 19,63 22,10 25,08 28,48
5. analiza 17,17 19,62 22,22 24,98 28,90
15
17
19
21
23
25
27
29
C
q
-v
re
d
n
o
st
koncentracija [ng]
Ponovljivost in obnovljivost za viroid HLVd
50 5 0,5 0,05
1. analiza 15,14 17,17 19,43 22,35
2. analiza 14,84 17,03 19,44 22,49
3. analiza 15,33 17,39 19,94 22,80
4. analiza 15,28 17,41 19,92 23,25
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  PRILOGA P 
Sezonska dinamika CBCVd in HLVd v hmelju: Izračun učinkovitosti pomnoževanja in titra viroidov. Titer je podan glede na posamezno 
tkivo in je izražen kot r (log2(r)) v odvisnosti od časa vzorčenja glede na stopnjo obolelosti (ocena 0, 1, 2). 
  CBCVd*   HLVd   mRNA1192   mRNA170     
  E [%] R2 E [%] R2 E [%] R2 E [%] R2   
mladi listi 116 1,00 107 0,99 107 0,97 91 0,86   
stari listi 121 1,00 107 1,00 112 0,99 100 0,92   
cvet 106 0,80 106 0,99 81 0,77 86 1,00   
storžek 99 0,86 107 0,99 96 0,92 88 0,99   
korenine 109 0,80     110 0,76       
povprečje 110,20  106,75  101,20  91,25     
povprečje 
referenc 96,23           
E CBCVd 2,10  IZRAČUN E:   
 
     
E HLVd 2,07   
 
       
E referenca 1,96                 
*E, učinkovitost pomnoževanja; R2, kvadratni koeficient linearne regresije 
   
   
STARI LISTI                     
 CBCVd*       HLVd            
Ocena 2  Ocena 1  Ocena 2  Ocena 1  Ocena 0  
vzorčenje 
 log2(r) CBCVd SD CBCVd  log2(r) CBCVd SD CBCVd  log2(r) HLVd SD HLVd  log2(r) HLVd SD HLVd  log2(r)HLVd 
SD 
HLVd 
junij  2,19 0,33 3,17 1,40 2,69 0,33 3,02 0,50 0,97 0,22 
julij  3,15 0,87 2,33 1,77 3,40 0,36 2,80 0,46 0,76 0,23 
avgust 3,03 0,06 3,45 0,50 3,01 0,59 3,85 0,87 2,75 0,21 
september 1,71 0,76 3,28 0,97 2,11 0,76 2,96 0,48 1,47 0,08 
oktober 2,19 0,41 1,79 0,40 2,70 0,44 1,61 0,59 1,51 1,26 
         se nadaljuje 
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nadaljevanje preglednice iz Priloge P 
MLADI LISTI  CBCVd    HLVd       
Ocena 2  Ocena 1  Ocena 2  Ocena 1  Ocena 0  
vzorčenje log2(r) CBCVd SD CBCVd log2(r) CBCVd SD CBCVd log2(r) HLVd SD HLVd log2(r) HLVd SD HLVd log2(r) HLVd SD HLVd 
maj 4,31 1,20 3,54 0,81 4,15 0,28 3,62 0,74 3,26 0,53 
junij 4,31 0,65 3,06 1,64 4,62 0,36 3,42 1,05 2,65 0,22 
julij 4,90 0,67 3,01 0,58 5,28 0,21 4,25 0,81 2,42 0,90 
avgust 4,98 0,69 4,56 0,96 4,71 0,53 4,49 0,86 3,88 0,49 
september 2,87 0,67 4,43 3,40 2,54 0,87 4,29 1,66 2,37 0,71 
oktober 2,83 0,77 3,51 1,61 3,43 1,14 3,09 1,17 2,34 0,50 
GENERATIVNI ORGANI          
 CBCVd    HLVd      
Ocena 2  Ocena 1  Ocena 2  Ocena 1  Ocena 0  
vzorčenje log2(r) CBCVd SD CBCVd log2(r) CBCVd SD CBCVd log2(r) HLVd SD HLVd log2(r) HLVd SD HLVd log2(r) HLVd SD HLVd 
julij 4,91 0,37 4,95 1,18 5,00 0,28 5,05 0,39 2,64 0,72 
avgust 4,14 0,23 3,61 0,47 5,28 0,12 4,20 0,56 3,50 0,31 
september 3,24 0,71 3,76 1,13 3,58 0,16 3,35 0,89 2,15 0,23 
oktober 3,25 1,63 3,29 - 3,09 1,02 3,14 1,77 2,10 0,50 
november 3,05 2,00 - - 2,59 1,59 - - 2,02 0,33 
KORENINE CBCVd    HLVd       
Ocena 2  Ocena 1  Ocena 2  Ocena 1  Ocena 0  
vzorčenje log2(r) CBCVd SD CBCVd log2(r) CBCVd SD CBCVd log2(r) HLVd SD HLVd log2(r) HLVd SD HLVd log2(r) HLVd SD HLVd 
maj 4,68 2,00 4,07 0,09 4,14 1,29 3,74 0,12 3,22 0,90 
junij 4,24 0,85 4,04 1,08 3,54 0,58 3,86 0,97 2,75 0,97 
julij 3,87 0,94 4,62 2,90 3,55 0,85 4,35 2,39 1,64 0,47 
avgust 3,44 0,40 3,43 0,52 3,40 1,34 3,64 0,79 2,44 0,41 
september 3,83 0,14 4,09 0,32 3,60 0,11 3,95 1,00 2,11 0,49 
oktober 2,61 0,22 3,47 0,45 3,29 0,75 3,91 0,35 3,26 0,80 
november 2,36 0,42 3,27 0,65 3,67 0,28 3,49 0,45 1,92 0,60 
december 1,86 0,29 1,94 0,11 2,65 0,79 2,67 0,33 0,84 1,41 
*ocena 2, zelo obolele; ocena 1, manj obolele; ocena 0, nesimptomatične rastline; log2(r), povprečna vrednost logaritma z osnovo 2 (E: 2,1, 2,07, 1,96) od r; SD, standardna deviacija
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PRILOGA R 
Titer viroidov CBCVd in HLVd: Statistično značilna razlika med titrom viroidov 
CBCVd in HLVd v posameznih tkivih glede na mesec (junij, julij, avgust, september) in 
tkivo (stari in mladi listi, generativni organi, korenine). 
               julij 
junij  
stari list mladi listi gene. organi korenine 
stari listi  2** 1** 2** 1**  
mladi listi 2*   2** 
gene. organi    2** 
korenine 1* 2*    1*   
 
         september    
avgust   
stari list mladi listi gene. organi korenine 
stari listi  1** 2* 2** 1* 2** 
mladi listi 2*  1* 2* 2* 
gene. organi 2* 1*   
korenine  1* 2* 2*  
 
         mladi listi 
stari listi  
maj junij julij avgust september oktober 
maj   2*  2** 2** 
junij    1* 2** 1* 2** 
julij  2*   2** 2** 
avgust   1*  2** 2** 1* 
september   2** 2**  1* 
oktober  1* 2*1* 1** 1*  
 
      korenine  
g. organi  
maj junij julij avgust september oktober november december 
maj      2* 2* 2** 1** 
junij        2* 1** 
julij    1**  1* 1** 2* 1** 
avgust   1*     1** 
september   2* 
1** 
2*    2* 1** 
oktober   2** 
1** 
2*    1** 
november   2** 2**    1** 
december         
2, zelo obolela rastlina - ocena 2; 1, manj obolela rastlina - ocena 1; *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01; prazno mesto, ni 
statistično značilne razlike. 
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PRILOGA S 
IZJAVA O VZPOREDNEM DELU NA PROJEKTIH IN VMESNI ODSOTNOSTI 
 
V času poteka doktorske disertacije sem sodelovala pri delu na aplikativnem projektu 
Analiza odziva rastlin ob hkratnih okužbah viroidov in identifikacija odpornosti (L4 6809), 
ki je potekal od 1. 7. 2014 do 1. 7. 2017, in ciljnem raziskovalnem programu Razvoj 
tehnologij za preprečevanje novih viroidnih obolenj hmelja (V4-1405), ki je potekal med 1. 
7. 2014 in 31. 12. 2016.  
Del doktorske disertacije, ki obsega določanje gostiteljske specifičnosti viroida CBCVd in 
stabilnost viroida CBCVd je potekal vzporedno s programom V4-1405. Del naloge, ki je 
obsegal določitev vpliva hude viroidne zakrnelosti hmelja in razvoj metode mRT-qPCR pa 
je potekal vzporedno s projektom L4 6809.  
Zaradi materinstva sem bila med izvajanjem doktorske disertacije odsotna med 5. 6. 2016 in 
4. 6. 2017 ter med 3. 4. 2018 in 3. 4. 2019. V tem času (2016) nisem sodelovala pri delu 
disertacije, ki je obsegal določanje gostiteljske specifičnosti viroida CBCVd, vendar sem 
zaradi predstavitve celovitosti opravljenih raziskav v nalogi predstavila vse rezultate. Naloge 
so v tem času opravljali zaposleni na Oddelku za varstvo rastlin, IHPS. 
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